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3Johdanto
Sikojen luonnollisen immuunipuolustuksen tutkiminen on lisääntynyt viime aikoina.
Sioista saatavien elinsiirrännäisten mahdollisuudet ovat lisänneet kiinnostusta sian
immuunijärjestelmän toimintaa kohtaan ja sian elimistöä on käytetty myös mallina
ihmisten sairauksia tutkittaessa.1,2 Toisaalta antibioottiresistenssin lisääntyessä on
sikojen tehotuotantoon pyrittävä löytämään uusia vaihtoehtoja sairauksien hoitoon ja
ehkäisyyn. Luonnollisen immuunipuolustuksen mekanismit saattavat tulevaisuudessa
tarjota uusia mahdollisuuksia tautien hoidossa ja vastustuksessa.
Probioottien on useissa tutkimuksissa havaittu parantavan isäntäeläimen
suolistoterveyttä. Sioilla eri probioottikantojen käyttöä on tutkittu jonkin verran.
Sopiakseen probiootiksi bakteerikannan on täytettävä useita probiootilta vaadittavia
ominaisuuksia.2,4 Tämän lisensiaatin tutkielman työosuudessa tutkittiin eräiden
potentiaalisesti probioottisten Lactobacillus-kantojen selviytymistä sian suolistossa
elävänä ja erittymistä sian ulosteeseen. Kokeellinen osio on osa suurempaa sikojen
probioottisten Lactobacillus-kantojen tutkimusta, jonka yhteydessä on aikaisemmin
tehty useita syventävien opintojen tutkielmia. Näissä tutkielmissa on jo käsitelty
kirjallisuusosuudessa sikojen probiootteja, joten tämän lisensiaatin tutkielman
kirjallisuusosioon valittiin muu aihe. Tämän vuoksi kirjallisuusosan aihe ”Sian
luonnollinen immuunipuolustus” ei vastaa täysin kokeellisessa osiossa käsiteltyä
aihetta.
41 Kirjallisuuskatsaus
1.1 Johdanto
Elimistön immuunipuolustusjärjestelmä koostuu useista eri osista ja se voidaan jakaa
luonnolliseen (innate) ja hankittuun (adaptive) immuunipuolustukseen. Elimistöä suojaa
myös kehon mekaaniset esteet kuten iho, limakalvot ja eritteet, jotka vaikeuttavat
patogeenien pääsyä elimistöön. Kemialliset tekijät kuten antibakteeriset yhdisteet, hapot
ja entsyymit toimivat luonnollisen immuunipuolustuksen osana. Luonnolliseen
immuunipuolustukseen kuuluvat solut puolestaan kontrolloivat infektioita muun muassa
fagosytoimalla mikrobeja sekä tappamalla kasvainsoluja. Elimistön normaali
mikrobistokin osallistuu puolustukseen estäen haitallisten mikrobien kasvua elimistössä.
Luonnollisen immuunipuolustuksen mekanismit aktivoituvat nopeasti ja reagoivat
patogeeneihin epäspesifisti toimien siis aina samalla tavalla olipa kyseessä elimistölle jo
tuttu tai täysin uusi mikrobi.5-7
1.2 Luonnolliseen immuunipuolustukseen osallistuvat solut
Luonnolliseen immuunipuolustukseen osallistuvia soluja ovat fagosytoivat solut eli
fagosyytit sekä luonnolliset tappajasolut eli NK-solut (natural killer cells). Fagosyyttien
tehtävänä on tappaa mikrobeja, ja lisäksi ne osallistuvat antigeenien esittelemiseen
lymfosyyteille. Fagosyytit voidaan jakaa kahteen ryhmään, mononukleaarisiin
fagosyytteihin ja granulosyytteihin, joihin taas kuuluvat neutrofiiliset, eosinofiiliset ja
basofiiliset granulosyytit sekä syöttösolut. NK-solut puolestaan tappavat muun muassa
virusinfektoituja soluja ja erilaisia kasvainsoluja.5
1.2.1 Neutrofiiliset granulosyytit
Neutrofiiliset granulosyytit eli neutrofiilit muodostuvat luuytimessä, josta ne siirtyvät
verenkiertoon. Neutrofiilit ovat tärkein ja yleisin luonnollisen immuunipuolustuksen
solutyyppi. Patogeenisen mikrobin tunkeuduttua elimistöön ja aiheutettua paikallisen
tulehduksen, neutrofiilit siirtyvät nopeasti tulehduspaikalle siellä vapautuneiden
kemotaktisten aineiden ohjaamina. Neutrofiilien päätehtävä on fagosytoida ja tappaa
mikrobeja. Mikrobien tappoa varten neutrofiileissä on granuloita, jotka sisältävät
entsyymejä ja antimikrobisia yhdisteitä. Kun neutrofiili on fagosytoinut mikrobin,
granulat liittyvät fagosomiin ja vapauttavat sisältönsä. Hydrolyyttisten entsyymien ja
antimikrobisten yhdisteiden lisäksi neutrofiileillä on myös muita bakteriosidisiä
mekanismeja. Esimerkiksi kun neutrofiili kohtaa opsonisoidun mikrobin, sen
hapenkulutus kasvaa nopeasti, ja tämän oksidatiivisen metabolian seurauksena syntyy
5paljon lyhytikäisiä ja hyvin reaktiivisia happiyhdisteitä kuten vetyperoksidi H2O2 ja
hydroksyyliradikaali OH-, jotka vaurioittavat mikrobeja. Tämä mekanismi toimii vain
aerobisessa ympäristössä. Myös neutrofiilit itse kuolevat tulehduspaikalle saapumisen
jälkeen melko nopeasti ja vapauttavat kuollessaan ympäristöön granuloidensa
entsyymejä ja reaktiivisia happiyhdisteitä, jotka aiheuttavat paikallista kudostuhoa.5-7
Märkäeritettä synnyttävien eli pyogeenisten bakteerien aiheuttamissa infektioissa
tulehduspaikalle muodostuva märkäerite koostuu pääasiassa kuolleista neutrofiileistä.7
Mikrobien fagosytoinnin lisäksi neutrofiilit osallistuvat myös virusinfektioiden
vastaiseen puolustukseen vasta-aineista riippuvalla mekanismilla. Neutrofiili tunnistaa
vasta-aineen merkitsemän virusinfektoituneen solun ja yrittää tuhota sen.
Tuhoamismekanismia ei tarkalleen tunneta, mutta sen uskotaan perustuvan neutrofiilin
ja infektoituneen solun solukalvojen suoraan kontaktiin, jossa vasta-aine toimii linkkinä
solujen välillä. Sioilla tämä mekanismi on todettu erittäin tehokkaaksi ja se toimii aivan
vastasyntyneillä porsaillakin. Tätä mekanismia neutrofiilit käyttävät muun muassa
African swine fever (ASF) -tautia aiheuttavaa virusta vastaan.5 ASF-virusinfektiossa
sialle kehittyy kuitenkin yleensä neutropenia eli neutrofiilien kato verenkierrosta, mikä
johtuu todennäköisesti luuytimessä olevien granulosyyttien esiasteiden ohjatuista
solukuolemista eli apoptooseista.8
1.2.2 Eosinofiiliset granulosyytit
Eosinofiiliset granulosyytit eli eosinofiilit toimivat pääpiirtein kuten neutrofiilit, mutta
niiden toiminta ei ole yhtä aktiivisia bakteeri-infektioissa. Eosinofiilit ovat erikoistuneet
tiettyjen parasiittien tuhoamiseen kiinnittymällä parasiitin pintaan ja vapauttamalla
granuloidensa sisällön parasiitin läheisyyteen. Eosinofiilien granulat sisältävät monille
parasiiteille toksisia proteiineja ja entsyymejä kuten major basic protein (MBP),
eosinofiilin kationinen proteiini ja eosinofiili peroksidaasi.5,9 Eosinofiilit osallistuvat
myös erilaisiin allergisiin reaktioihin.5,7 Aktivoituneiden eosinofiilien pinnalla on
reseptoreita IgE-vasta-aineelle (Fc?-reseptoreita). Kun näihin reseptoreihin sitoutuneet
IgE-vasta-aineet kohtaavat allergeenin, solussa käynnistyy signaaliketju, jonka
tuloksena solu vapauttaa granuloidensa sisällön.6
Eosinofiilien toiminta on tarkoin säädeltyä. TH2-solujen tuottamat sytokiinit, etenkin
interleukiini-5, lisäävät eosinofiilien tuotantoa luuytimessä. Endoteelisolujen,
epiteelisolujen ja leukosyyttien tuottamat eotaksiinit toimivat kemotaktisina aineina
eosinofiileille ja saavat aikaan eosinofiilien siirtymisen verenkierrosta kudoksiin.
6Lisämunuaiskuoren erittämä kortisoli vähentää eosinofiilien määrää tulehduspaikalla ja
hillitsee näin tulehdusreaktiota.10 Normaalisti eosinofiilejä on verenkierrossa vain vähän
ja niitä tuotetaan luuytimessä pieniä määriä. Eosinofiilien määrä voi kuitenkin lisääntyä
huomattavasti muun muassa parasiitti-infektion, allergisen reaktion tai kroonisen
tulehduksen yhteydessä.7,9
1.2.3 Syöttösolut ja basofiiliset granulosyytit
Syöttösolut ja basofiiliset solut eli basofiilit osallistuvat elimistön äkillisiin tulehdus- ja
allergiareaktioihin. Veressä kiertävillä basofiileillä ja kudoksissa olevilla syöttösoluilla
on runsaasti hepariinia ja erilaisia tulehdusta välittäviä aineita kuten histamiinia,
leukotrieenejä sekä prostaglandiinijohdannaisia sisältäviä rakkuloita. Basofiilit ja
syöttösolut toimivat allergisissa reaktioissa eosinofiilien tavoin. Solut vapauttavat
rakkuloidensa sisällön, kun solujen pinnalla oleviin Fc?RI-reseptoreihin kiinnittyneet
IgE-vasta-aineet kohtaavat antigeeninsä.6 Rakkuloista vapautuneet tulehdusta välittävät
aineet aiheuttavat paikallista kudostuhoa aktivoimalla kudoksien tukiproteiineja
tuhoavia metalloproteinaaseja, lisäämällä verisuonten läpäisevyyttä ja limakalvon
limaneritystä sekä houkuttelemalla tulehduspaikalle lisää leukosyyttejä. Antigeenin
sitoneet syöttösolut ja basofiilit tuottavat myös interleukiini-4 (IL-4) sytokiinia, joka
puolestaan stimuloi B-soluja tuottamaan lisää IgE-vasta-ainetta.7
1.2.4 Mononukleaariset fagosyytit
Mononukleaarisiin fagosyytteihin kuuluvat veressä kiertävät monosyytit sekä
kudoksissa vaeltavat ja niihin kiinnittyneet makrofagit. Monosyytit kypsyvät
makrofageiksi siirtyessään verenkierrosta kudoksiin. Paikallaan pysyttelevät makrofagit
ovat kiinnittyneinä kapillaarien endoteeliin ja elinten kuten pernan, luuytimen ja
imusolmukkeiden veripoukamiin, joissa ne poistavat antigeeneja verenkierrosta ja
imunestekierrosta. Vaeltavia makrofageja löytyy kaikkialta elimistön kudoksista.
Tietyissä elimissä kudosmakrofagit erikoistuvat tietyntyyppisiksi makrofageiksi kuten
gliasoluiksi keskushermostossa, Langerhansin soluiksi ihossa ja Kupfferin soluiksi
maksassa. Mikrobien tappamisen ja fagosytoimisen lisäksi makrofageilla on tärkeä
tehtävä antigeenin esittelijöinä lymfosyyteille. Makrofagit eivät reagoi tulehduspaikalla
yhtä nopeasti ja aggressiivisesti kuin neutrofiilit, mutta toimivat pidempään ja näin ollen
pystyvät tuhoamaan joitakin sellaisia patogeenejä, joita neutrofiilit eivät kykene
tappamaan.5 Aktivoiduttuaan makrofagit myös tuottavat tehokkaasti sytokiinejä, jotka
edistävät ja ohjaavat tulehdusreaktiota.6,7
7Dendriittisolut kuuluvat makrofagien tavoin mononukleaarisiin fagosyytteihin.9
Dendriittisolut kehittyvät samoista luuytimen prekursorisoluista kuin monosyytit tai
lymfosyyttien yhteisistä prekursorisoluista (common lymphoid progenitor) ja niitä
löytyy useimmista kudoksista.7 Dendriittisolut fagosytoivat elimistölle vierasta
materiaalia ja toimivat linkkinä luonnollisen ja hankitun immuunipuolustuksen välillä.
Aktivoituneella dendriittisolulla on pinnallaan antigeenin esittelyyn vaadittavia
molekyylejä kuten major histocompatibility complex (MHC) I ja II sekä T-soluille
kostimulatorisia molekyylejä B7.1 (CD80) ja B7.2 (CD86). Kohdatessaan mikrobin,
dendriittisolu fagosytoi koko mikrobin tai sen antigeenisen osan ja aktivoituu.
Aktivoitunut dendriittisolu alkaa tuottaa erilaisia kemokiinejä, jotka vaikuttavat
autokriinisesti dendriittisoluun itseensä, jolloin dendriittisolu siirtyy imuteiden
välityksellä imusolmukkeeseen. Imusolmukkeessa dendriittisolut esittelevät antigeenin
T-soluille, mikä käynnistää T-soluvasteen.6 Tutkimuksissa on osoitettu, että PRRS
(porcine reproductive and respiratory syndrome) -virus infektoi sikojen dendriittisoluja
heikentäen antigeenien esittelemistä T-soluille. PRRS-virukset aiheuttavat
dendriittisolujen solukuolemia, antigeenin esittelyyn vaadittavien MHC I ja II-
pintaproteiinien ekspression vähentymistä dendriittisolujen pinnalla sekä Th1-vastetta
ohjaavien sytokiinien vähäistä erittymistä.11
1.2.5 Luonnolliset tappajasolut
Luonnolliset tappaja-solut eli NK-solut muistuttavat lymfosyyttejä, mutta niiltä puuttuu
spesifi antigeenireseptori eli ne kuuluvat luonnolliseen immuunipuolustusjärjestelmään.
NK-solut pystyvät toimimaan monia mikrobeja vastaan ilman aiempaa kohtaamista
mikrobin kanssa. NK-solut ovat tehokkaita etenkin virusinfektioita ja kasvainsoluja
vastaan. NK-soluilla on pinnallaan reseptoreita, joille on olemassa useita ligandeja,
jotka kohteeseen sitouduttuaan aktivoivat NK-solun tappamaan kohdesolun. Elimistön
normaaleja ja infektoimattomia soluja suojaa solun pinnalla oleva MHC I-reseptori. Jos
solun pinnalla oleva MHC I-reseptori on normaali, solu jää rauhaan NK-soluilta. Jos
reseptori on viallinen, niin kuin epänormaaleissa ja infektoituneissa soluissa se usein on,
tai se puuttuu kokonaan, tuhoaa NK-solu tällaisen solun.5,7 Sikojen NK-solut pystyvät
lyyttisellä toiminnallaan tuhoamaan muun muassa TGE (transmissible gastroenteritis) -
viruksen ja Aujeszkyn tautia aiheuttavan herpes-viruksen infektoimia soluja.5 NK-
soluilla on osoitettu olevan tärkeä rooli myös ASF-virusinfektiossa. Infektoitaessa
sikoja non-fataalilla ASF-viruskannalla todettiin, että sellaisilla sioilla, joille ei tullut
taudin oireita, oli NK-solujen määrä kasvanut huomattavasti.12
81.3 Sian antimikrobiset peptidit.
Antimikrobiset peptidit ovat tärkeä osa luonnollista immuunijärjestelmää. Nämä ovat
pieniä (12 - 100 aminohappoa), usein positiivisen varauksen omaavia eli polykationisia
ja veteen liukenevan sekä polaarittomaan liuottimeen liukenevan osan sisältäviä eli
amfipaattisia peptidirakenteita. Antimikrobiset peptidit voidaan jakaa rakenteen
perusteella kahteen ryhmään: lineaarisiin ja syklisiin peptideihin. Antimikrobisia
peptidejä tuottavat monet immuunijärjestelmän solut ja niitä löytyykin muun muassa
neutrofiilien, makrofagien, eosinofiilien, T-lymfosyyttien sekä NK-solujen granuloista.
Myös limakalvojen epiteelisolut tuottavat ja erittävät antimikrobisia peptidejä.
Useimmat nisäkkäiltä löydetyt antimikrobiset peptidit kuuluvat joko defensiinien tai
katelisidiinien ryhmään.13,14 Sioilta on löydetty yli 12 antimikrobista peptidiä, joista
suurin osa on katelisidiinejä.13
Myös angiogeniinien on osoitettu olevan tärkeitä antimikrobisia peptidejä.
Angiogeniinit kuuluvat RNAasi-proteiinien ryhmään ja niillä on havaittu olevan
antimikrobisia ominaisuuksia, lisäksi ne lisäävät uusien verisuonien muodostusta eli
angiogeneesiä etenkin kasvaimissa. Sian angiogeniinejä on tutkittu kuitenkin vielä
melko vähän.15-17
1.3.1 Defensiinit
Defensiinit ovat laaja, kysteiini-rikas peptidiryhmä. Ne ovat polykationisia, 3-5 kDa
kokoisia ja sisältävät kuusi tai kahdeksan kysteiini-aminohappotähdettä, jotka
muodostavat kolme tai neljä molekyylin sisäistä disulfidi-siltaa. Defensiinit
muodostavat stabiilin ?-laskosrakenteen. Antimikrobisten ominaisuuksien lisäksi
defensiineillä on runsaasti vaikutuksia elimistön toimintaan. Defensiinit ovat
kemotaktisia monosyyteille, T-lymfosyyteille ja dendriittisoluille. Lisäksi ne inhiboivat
ACTH:n (adrenokortikotrooppinen hormoni) sitoutumista reseptoreihinsa vähentäen
elimistön kortisolin tuotantoa, ehkäisevät komplementin klassisen tien aktivoitumista,
indusoivat syöttösoluja vapauttamaan histamiinia ja lisäävät lipoproteiinin sitoutumista
verisuonten seinämärakenteisiin. Defensiineillä on laaja antimikrobinen vaikutus, ne
tehoavat Gram-negatiivisiin ja Gram-positiivisiin bakteereihin, mykobakteereihin,
sieniin ja vaipallisiin viruksiin.14
Nisäkkäiden defensiinit jaetaan kolmeen ryhmään: ?-, ?- ja ?-defensiinit ja vaikka
aminohappokoostumuksessa onkin vaihtelua eri defensiinien välillä, kaikki nisäkkäiltä
löydetyt defensiinit ovat melko samankaltaisia kolmiulotteisen rakenteensa suhteen.14
Alfa-defensiinejä on tähän mennessä löydetty vain ihmisiltä, apinoilta ja jyrsijöiltä ja ?-
9defensiinejä on toistaiseksi löydetty vain rhesusapinoista.1,13,18 Defensiinien
samankaltaisuus ja geenien homologia eri lajien välillä viittaavat defensiinien yhteiseen
alkuperään. Nisäkkäiden ?- ja ?-defensiinejä koodaavat geenit sijaitsevat kaikilla lajeilla
toistensa läheisyydessä samassa kromosomissa. Nisäkkäillä defensiinejä kykenevät
syntetisoimaan luuydinperäiset myeloidisolut ja limakalvojen epiteelisolut. Alfa-
defensiinejä löytyy granulosyyteistä ja suoliston Panethin soluista, ja niiden uskotaan
toimivan pääasiassa systeemisessä immuunipuolustuksessa. Beta-defensiinejä
syntetisoidaan hengitysteiden, ruuansulatuskanavan ja urogenitaalikanavan
limakalvojen epiteelisoluissa, ja ne ovat mukana limakalvojen puolustusjärjestelmässä.
Beta-defensiinit jaetaan edelleen kahteen ryhmään. Ensimmäisen ryhmän ?-defensiinejä
tuotetaan pääasiassa suun ja hengitysteiden epiteeleissä ja niitä koodaavia geenejä
ekspressoidaan vain infektion ja tulehduksen yhteydessä. Toisen ryhmän ?-defensiinejä
tuotetaan hengitysteiden epiteelin lisäksi myös ruuansulatuskanavan, munuaisten,
virtsateiden ja sukupuolielinten epiteelissä ja niitä syntetisoidaan konstitutiivisesti.
Kaikkien defensiinien mikrobisidinen aktiivisuus inaktivoituu korkeassa
suolapitoisuudessa, matalassa pH:ssa ja seerumissa.13,19
Sialta on tähän mennessä löydetty vasta yksi defensiineihin kuuluva antimikrobinen
peptidi, porcine ?-defensin 1 (pBD-1). Eniten pBD-1 peptidiä on sian kielen
dorsaalisella pinnalla olevissa suojaavissa nystyröissä eli filiformisissa papilloissa ja
posken limakalvon levyepiteelissä.14,19 Peptidiä löytyy lisäksi myös hengitysteiden ja
ruuansulatuskanavan limakalvolta. Geenirakenteeltaan ja aminohappokoostumukseltaan
pBD-1 muistuttaa ensimmäisen ryhmän ?-defensiinejä, mutta sitä tuotetaan kuitenkin
konstitutiivisesti. Peptidin uskotaan osallistuvan limakalvon normaalimikrobiston
tasapainon ylläpitämiseen.13 Lisäksi pBD-1 peptidillä on todettu olevan antimikrobista
vaikutusta Escherichia coli-, Salmonella typhimurium- ja Listeria monocytogenes-
bakteereita sekä Candida albicans-hiivaa vastaan.19
1.3.2 Katelisidiinit
Katelisidiinit ovat arginiini- ja lysiini-rikkaita antimikrobisia peptidejä. Kun
katelisidiini-peptidi syntetisoidaan, siinä on kolme osaa, pre-, pro- ja mature-osa. Eri
katelisidiineillä on hyvin samanlainen pro-osan N-terminaalisekvenssi. Kypsän peptidin
C-terminaali, joka vastaa peptidin antimikrobisista ominaisuuksista, on puolestaan
vaihtelevampi aminohappojärjestyksen, pituuden ja toiminnan suhteen eri
katelisidiinien välillä.20,21 Katelisidiinit syntetisoidaan prepro-peptideinä luuytimen
myeloidisoluissa ja varastoidaan perifeerisissä neutrofiileissä propeptideinä.13 Joitakin
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katelisidiinejä on havaittu myös epiteelisoluissa, mikä viittaa näiden peptidien
osallistumiseen paikalliseen puolustukseen elimistön pinnoilla.20 Katelisidiinien
aktivoituminen tapahtuu, kun elastaasi-entsyymi irrottaa  propeptidin kypsästä
peptidistä, jolloin kypsä katelisidiinipeptidi vapautuu. Tämä tapahtuu siinä vaiheessa
kun aktivoituneet neutrofiilit degranuloituvat, jolloin katelisidiinit vapautuvat
fagosyyttiseen vakuoliin tai solunulkopuoliseen tilaan.22
Signal peptidase Elastase
? ?
N ---- Pre Pro Mature peptide  ---- C
29-30 aminohappoa 98-114 aminohappoa 12-100 aminohappoa
Kuva 1. Katelisidiini-peptidin rakenne. 21
Katelisidiinit voidaan aminohappojärjestyksen perusteella jakaa kolmeen ryhmään:
1.lineaariset, ?-heliksin muodostavat, ei kysteiiniä sisältävät peptidit, 2. peptidit, joissa
parillinen määrä kysteiini-aminohappotähteitä on liittynyt toisiinsa disulfidi-silloilla, 3.
peptidit, joissa on epänormaalin paljon yhtä tai kahta samaa aminohappoa.20
Protegriinit, PR-39 (prolin-arginine-rich 39 peptide), PMAP (porcine myeloid
antimicrobial peptide) 23, 36 ja 37 sekä propheniini 1 ja 2 ovat kaikki sialta löydettyjä,
katelisidiinien ryhmään kuuluvia antimikrobisia peptidejä.20,23 Protegriinit muistuttavat
defensiinejä rakenteeltaan: niissä on paljon kysteiini-aminohappotähteitä, niissä on
kaksi disulfidi-siltaa ja ne muodostavat ?-laskosrakenteen. Protegriinit ovat
mikrobisidisiä Gram-negatiivisille ja Gram-positiivisille bakteereille sekä joillekin
sienille, hiivoille ja vaipallisille viruksille.13,24,25 Toisin kuin muut katelisidiinit,
protegriinit eivät menetä merkittävästi antimikrobista tehoaan korkeassa
suolapitoisuudessa.20
PR-39 peptidiä esiintyy pääasiassa neutrofiileissä ja täten myös haavaeritteissä.20,26 PR-
39 on tehokas etenkin Gram-negatiivisia bakteereita vastaan ja sen vaikutusmekanismit
eroavat muista katelisidiineistä. PR-39 peptidi vaikuttaa mikro-organismin sisällä, kun
taas muiden antimikrobisten peptidien vaikutus keskittyy pääasiassa mikro-organismin
solukalvolle.20,27 Antimikrobisten ominaisuuksien lisäksi PR-39:lla on myös muita
vaikutuksia elimistöön. Se on kemotaktinen neutrofiileille, lisää uusien verisuonien
muodostumista ja haava-alueella haavan paranemista edistävien proteoglykaanien,
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syndekaani-1:n ja -4:n, tuottamista.20,28,29 PR-39 rajoittaa myös reaktiivisten
happiyhdisteiden muodostumista sekä neutrofiilien adheesiota ja vähentää näin ollen
iskemian jälkeen esiintyviä vaurioita elimistössä.13,30
Propheniini 1 ja 2 ovat porsaan leukosyyteistä löydettyjä proliini-rikkaita katelisidiinejä.
Propheniini 1 on tehokas Gram-negatiivisia bakteereita vastaan, propheniini 2:n tarkkaa
vaikutuskirjoa ei vielä tunneta.13,31 Porsaan myeloidisoluista on löydetty myös PMAP
23, 36 ja 37 peptidit, jotka kuuluvat katelisidiinien ryhmään. Niillä on todettu in vitro
kokeissa voimakas antimikrobinen vaikutus Gram-negatiivisia ja Gram-positiivisia
bakteereita sekä sieniä ja homeita vastaan.13,32-34
1.3.3 Cecropin P1 ja NK-lysin
Cecropin P1 oli ensimmäinen sialta löydetty antimikrobinen peptidi. Tätä peptidiä
löydettiin alunperin sian ohutsuolesta, mutta myöhemmissä tutkimuksissa sen
alkuperäksi on osoitettu sian suolinkainen Ascaris suum.13,35-37 Cecropin P1 muodostaa
helikaalisen molekyylin, jonka N-terminaali on emäksinen ja C-terminaalissa on
hydrofobinen osa. Cecropin P1 on hyvin mikrobisidinen Gram-negatiivisia bakteereita
vastaan ja sillä on aktiiviisuutta myös joitakin Gram-positiivisia bakteereita vastaan.
14,35
NK-lysin peptidiä tuottavat sytotoksiset T-solut ja NK-solut ja myös sitä on eristetty
porsaan ohutsuolesta. NK-lysin tekee mikrobien kalvorakenteista läpäiseviä, lisäksi se
pystyy sitoutumaan bakteerien lipopolysakkaridin lipidi A osaan.38-40
Lipopolysakkarideja (LPS) vapautuu elimistöön Gram-negatiivisten bakteerien
aiheuttamassa infektiossa, mikä aiheuttaa elimistössä vakavia muutoksia kuten
kuumetta, tulehdusvälittäjäaineiden voimakasta vapautumista sekä veren
hyytymishäiriöitä, jotka voivat lopulta johtaa sokkiin ja kuolemaan.9 Sitoutumalla
lipopolysakkaridiin NK-lysin vähentää LPS:n aiheuttamaa vastetta elimistössä ja
ehkäisee näin ollen endotoksemiasta aiheutuvia vaurioita elimistössä. Tämän lisäksi
NK-lysin pystyy rajoittamaan useiden eri bakteerien ja sienien kasvua sekä hajottamaan
joitakin kasvainsoluja.13,38
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Taulukko 1. Sian antimikrobiset peptidit. 13
Peptidi Ryhmä Varastointi
elimistössäa
Antimikrobinen
kirjob
Peptidin pituus
(aminohappoa)
Varaus
Protegriini-
1
Katelisidiini PMN G+, G-, F, V 18 +6
Protegriini-
2
Katelisidiini PMN G+, G-, F, V 16 +5
Protegriini-
3
Katelisidiini PMN G+, G-, F, V 18 +6
Protegriini-
4
Katelisidiini PMN G+, G-, F, V 18 +6
Protegriini-
5
Katelisidiini PMN G+, G-, F, V 18 +6
pBD-1 Defensiini Epiteelisolut G+, G- 42 +10
NK-lysin Saposin T- ja NK-
solut
G+, G- 78 +8
PR-39 Katelisidiini PMN G- 39 +9
PMAP-23 Katelisidiini PMN G+, G-, F 23 +6
PMAP-36 Katelisidiini PMN G+, G-, F 36 +13
PMAP-37 Katelisidiini PMN G+, G-, F 37 +4
Propheniini-
1
Katelisidiini PMN G- 79 +6
Propheniini-
2
Katelisidiini PMN ? 79 +6
Cecropin P1 Cecropin G-, (G+) 31 +4
a PMN: polymorfonukleaarinen neutrofiilinen leukosyytti
b G+: Gram+ bakteerit, G-: Gram- bakteerit, F: sienet (fungus), V: virukset
1.3.4 Antimikrobisten peptidien tappomekanismit
Antimikrobiset peptidit tappavat mikrobeja useilla eri mekanismeilla, joskaan kaikkia
niiden vaikutusmekanismeja ei vielä tunneta.13 Useimmiten peptidit vaikuttavat mikro-
organismin kalvorakenteisiin. Tällä hetkellä vaikuttaa, että antimikrobisille peptideille
ei ole spesifejä reseptoreita vaan sitoutuminen mikrobin pintaan tapahtuu
elektrostaattisen voiman vaikutuksesta. Positiivisesti varautuneet peptidit sitoutuvat
mikro-organismin pinnalla oleviin negatiivisesti varautuneisiin molekyyleihin. Peptidit
saavat aikaan reikiä mikro-organismin solukalvoon, jolloin mikro-organismi
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vaurioituu.13,20 Antimikrobiset peptidit voivat hajottaa solukalvoja peptidistä riippuen
kolmella eri tavalla:
1. ”barrel-stave”- mekanismissa peptidit muodostavat mikro-organismin
solukalvolle jänniteriippuvaisella mekanismilla hydrofiilisia aukkoja. Peptidien
hydrofobiset osat asettuvat kohti solukavon lipidejä ja  peptidien hydrofiiliset
osat vasten toisiaan, jolloin solukalvoon muodostuu aukko.20,41
2. ”aggregate channel”-mekanismissa peptidit kerääntyvät kasoiksi kalvolle ja
muodostavat lyhytaikaisia reikiä kalvoon, tällä mekanismilla peptidit voivat
myös siirtyä mikrobisolun sisään.20
3. ”carpet-like”-mekanismissa mikro-organismin solu peittyy osittain tai kokonaan
antimikrobisilla peptideillä, jolloin mikro-organismin solukalvon lipidit taipuvat
ja muodostuu lyhytaikaisia reikiä solukalvoon.20,41
Kuva 2. Antimikrobisten peptidien carpet-like ja barrel-stave mekanismit. Peptidit
käyttävät mekanismeja hajoittaakseen mikro-organismin solukalvon. 41
Kaikki nämä mekanismit saavat mikrobisolussa aikaan kalvopotentiaalin häviämisen,
solukalvon läpäisevyyden eli permeabiliteetin muuttumisen ja solun molekyylien
vuotamisen ulos solusta.13,20,41
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Osa antimikrobisista peptideistä toimii poikkeavalla mekanismilla. Sialta löydetty
katelisidiini PR-39:n kulkeutuu solun sisään ja estää mikro-organismin DNA- ja
proteiinisynteesiä.27 Joillain antimikrobisilla peptideillä kuten NK-lysin-peptidillä on
myös kyky sitoutua Gram-negatiivisten bakteerien endotoksiiniin estäen sen
aktiivisuuden.20 Kaikki antimikrobiset peptidit toimivat valikoivasti ja kohdistavat
vaikutuksensa pääasiassa mikro-organismeihin jättäen elimistön omat solut rauhaan.
Prokaryoottisolujen solukalvojen anioniset fosfolipidit, kolesterolin puuttuminen sekä
suuri kalvopotentiaali edesauttavat antimikrobisten peptidien kiinnittymistä
nimenomaan niiden pintaan.13
1.3.5 Antimikrobisten peptidien rooli immuunipuolustuksessa
On vaikeaa arvioida yhden yksittäisen antimikrobisen peptidin merkitystä
immuunipuolustukselle. Antimikrobisilla peptideillä on kuitenkin selvästi tärkeä rooli
elimistön puolustautuessa taudinaiheuttajia vastaan. Niillä on myös anti-inflammatorisia
vaikutuksia eli ne suojelevat elimistöä sen omilta puolustusreaktioilta. Toisaalta
antimikrobisten peptidien yhteisvaikutuksista ja toisilleen antagonistisista vaikutuksista
infektion ja tulehdusprosessin aikana tiedetään kuitenkin vielä hyvin vähän.
Antimikrobiset peptidit saattavat tulevaisuudessa tarjota yhden lisämahdollisuuden
infektioiden hoitoon ja niiden käyttö yhdessä antibioottien kanssa saattaa vähentää
antibioottiresistenssin syntymistä.13 Toisaalta resistenssiä antimikrobisia peptidejä
vastaan on myös raportoitu.42-45 Mikrobit voivat vastustaa antimikrobisien peptidien
vaikutuksia muun muassa muuttamalla solukalvorakenteitaan sekä tuottamalla
antimikrobisia peptidejä sitovia yhdisteitä ja niitä pilkkovia proteaaseja. Erilaisten
antimikrobisten peptidien runsas määrä ja laaja antimikrobinen kirjo takaavat kuitenkin
sen, että näillä peptideillä on aina tärkeä merkitys isännän immuunipuolustukselle.42
1.4 Komplementti
Komplementti on tärkeä osa luonnollista immuunipuolustusta. Komplementtijärjestelmä
koostuu yli 30 seerumiproteiinista ja solukalvoreseptorista. Komplementilla on kolme
päätehtävää immuunipuolustuksessa. Ensinnäkin komplementti osallistuu patogeenien
opsonointiin, toiseksi se vapauttaa anafylatoksiineja, jotka toimivat kemotaktisina ja
aktivoivina aineina puolustusjärjestelmän soluille. Kolmanneksi sen aktivaation
lopputuotteena syntyy membraaneja tuhoava kompleksi (membrane-attack complex,
MAC), joka tekee reiän kohdesolun solukavolle. Komplementti toimii myös linkkinä
luonnollisen ja hankitun immuunipuolustuksen välillä ja osallistuu elimistön
siivoustehtäviin kuten immuunikompleksien ja solujätteiden hävittämiseen.6,46
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Nisäkkäillä suurimman osan komplementin proteiineista syntetisoivat maksan
hepatosyytit, mutta myös monet muut solutyypit kuten makrofagit, monosyytit,
fibroblastit, epiteeli- ja endoteelisolut pystyvät syntetisoimaan komplementtiproteiineja.
Komplementin proteiinit tunnistavat useita eri patogeenisiä mikrobeja, mutta jättävät
rauhaan elimistön omat normaalit solut.47 Elimistön omissa soluissa on komplementin
aktivaation inhibiittoreita, joten komplementti ei normaalisti aktivoidu elimistön omien
solujen kalvoilla. Komplementin aktivaatio tapahtuu sarjana, joissa edeltävän reaktion
tuote osallistuu seuraavan tekijän aktivoitumiseen. Yksittäiset komplementin tekijät
aktivoituvat yleensä joko proteolyyttisen pilkkoutumisen seurauksena tai sitoutumalla
edeltävään tekijään. Komplementtireaktio voimistuu kaikissa sellaisissa
aktivaatiovaiheissa, joissa eteenpäin vievänä tekijänä on proteolyyttinen entsyymi eli
yksi entsyymi pystyy pilkkomaan useita seuraavan vaiheen molekyylejä. Komplementti
voi aktivoitua kolmella eri tavalla: vaihtoehtoisella tai klassisella reitillä tai
lektiinitiellä.6
1.4.1 Klassinen tie
C1 on veressä kiertävä komplementin kompleksi, joka sisältää yhden C1q- ja kaksi C1r-
ja C1s-osaa.6 Komplementin klassinen tie aktivoituu, kun C1q molekyyli sitoutuu
antigeeni-vasta-aine kompleksiin tai muihin ei-immunologisiin molekyyleihin kuten
bakteerien lipopolysakkaridiin, DNA:han tai RNA:han, joihinkin polysakkarideihin,
virusten membraaneihin, CRP-proteiiniin tai seerumin amyloidi P-komponenttiin.47
Tämä C1q:n sitoutuminen saa aikaan C1r-proteiinin autoaktivaation, joka johtaa
edelleen C1s-proteiinin aktivoitumiseen. C1-kompleksin (C1q+C1r+C1s)
aktivoituminen saa aikaan C4-proteiinin hajoamisen C4a:ksi ja C4b:ksi.6 C4b kiinnittyy
lähellä olevan patogeenin kalvolle ja C4a vapautuu ympäröiviin kudoksiin. C4b sitoo
puolestaan C2-proteiinin, joka hajoaa edelleen C2a:ksi ja C2b:ksi. C2b vapautuu
ympäristöön ja C2a liittyy C4b:hen patogeenin kalvolla. C2-osan kohdalla nimeäminen
on alunperin tapahtunut päinvastoin kuin muiden kompelementin osien kohdalla.
Muiden osien kohdalla hajonneen osan a-komponentti vapautuu ympäristöön ja toimii
anafylatoksiinina ja b-komponentti kiinnittyy kalvorakenteeseen. C2-osan kohdalla
kalvoon kiinnittyvää osaa on perinteisesti kutsuttu kuitenkin C2a:ksi ja kudoksiin
vapautuvaa osaa C2b:ksi, joskin tätä nimeämisristiriitaa on kirjallisuudessa joskus
pyritty oikaisemaan (Suullinen tiedonanto Petteri Arstila 4.6.2007). C4bC2a toimii C3-
konvertaasina, joka hajottaa C3-proteiinia C3a:ksi ja C3b:ksi. C3b voi sitoutua
konvertaasiin tai erillisenä patogeenin kalvolle. C3a vapautuu ympäristöön.6,7
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Kuva 3. Komplementin klassisen tien aktivaatio 7
1.4.2 Lektiinitie
Lektiinitie aktivoituu, kun seerumin lektiinit kuten MBL (mannose binding lectin), L-
Ficolin ja H-Ficolin sitoutuvat patogeenien hiilihydraattitähteisiin.6,7,46 MBL muodostaa
kompleksin yhdessä proteaasientsyymien esiasteiden (zymogeenien), MASP (MBL-
associated serine protease)-1 ja -2:n kanssa. Kun tämä kompleksi sitoutuu patogeeniin,
MASP-2 hajottaa C4- ja C2-proteiinit a- ja b-osikseen. C4b ja C2a muodostavat C3-
konvertaasin samoin kuin komplementin klassisessa tiessä.6,7 MASP-1:n roolia
lektiinitien aktivaatiossa ei vielä hyvin tunneta.7 MASP-1 pystyy mahdollisesti
hajottamaan myös suoraan C3-molekyylejä. 6,47
1.4.3 Vaihtoehtoinen tie
Komplementin vaihtoehtoinen tie aktivoituu suoraan, kun C3b-proteiini reagoi
kalvorakenteen kanssa, jossa ei ole komplementin inhibiittoreita. Poiketen klassisesta
reitistä ja lektiiniaktivaatiotiestä, vaihtoehtoinen tie ei tarvitse patogeeniin sitoutuvaa
proteiinia aktivaation aloittamiseksi. C3-osaa hydrolysoituu jatkuvasti spontaanisti
plasmassa C3(H2O):ksi, joka pystyy sitoutumaan plasmaproteiini faktori B:hen. Faktori
B:n sitouduttua C3(H2O)-osaan plasman proteaasi, faktori D, muuttaa sen  edelleen
Bb:ksi pilkkomalla siitä pois Ba-palan. C3(H2O)Bb toimii vapaana C3-konvertaasina ja
pystyy hajottamaan C3-proteiinin C3b:ksi ja C3a:ksi. C3b voi sitoutua suoraan
patogeenin kalvorakenteisiin ja toimia opsoniinina. Sitoutuessaan kalvorakenteeseen
C3b:hen voi jälleen sitoutua faktori B, jonka faktori D pilkkoo edelleen Ba- ja Bb-
osaksi. Patogeenin kalvolle muodostuva C3bBb kompleksi toimii C3- tai C5-
konvertaasina.6,7 Klassisen ja lektiini aktivaatiotien tuottamat patogeenien
kalvorakenteisiin sitoutuneet yksittäiset C3b-osat voivat myös sitoa faktori B:n ja
muodostaa C3bBb-kompleksin.7
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Kuva 4. Komplementin vaihtoehtoisen tien aktivaatio 7
1.4.4 Membraaneja tuhoava kompleksi, Membrane-attack complex, MAC
Kaikille kolmelle edellä esitetylle aktivaatiotielle on yhteistä C3-konvertaasien
syntyminen, jonka vaikutuksesta C3-proteiini hajoaa C3b:ksi ja C3a:ksi. C3b sitoutuu
kalvorakenteeseen ja C3a vapautuu ympäristöön, missä se toimii kemotaktisena
aineena. C3-proteiinin aktivoitumisen seurauksena komplementtikaskadin loppuosa
aktivoituu. C3b-komponentin sitoutuessa C3-konvertaasiin syntyy aktiivinen C5-
konvertaasi. Klassisessa reitissä ja lektiiniaktivaatiotiessä C5-konvertaasina toimii
C4b2a3b ja vaihtoehtoisessa aktivaatiotiessä C3b2Bb. C5-konvertaasin vaikutuksesta
C5-proteiini hajotetaan C5a:ksi ja C5b:ksi, joista C5b kiinnittyy patogeenin
kalvorakenteeseen, ja C5a vapautuu ympäristöön. Patogeenin kalvolle sitoutunut C5b
saa aikaan C6-C9-proteiinien sitoutumisen patogeenin solukalvolle. Komplementin osat
C5b-C9 muodostavat patogeenin solukalvolle membraaneja tuhoavan kompleksin
(MAC), joka aiheuttaa reiän solukalvoon. Muodostunut hydrofiilinen kanava on noin
100 Å leveä ja päästää lävitseen vettä ja siihen liuenneita aineita. Patogeenin solukalvon
hajoaminen johtaa solun homeostaasin ja solukalvon protonigradientin häiriöihin ja
entsyymien, kuten lysotsymin, pääsemiseen patogeenisoluun.7
1.4.5 Komplementin anafylatoksiinit
C3-, C4- ja C5-proteiinien hajotessa syntyy C3b-, C4b- ja C5b-komponenttien lisäksi
pienempiä molekyylejä, C2b,C3a, C4a ja C5a, jotka toimivat tulehduksen
säätelijäaineina.6,47 C2b:n epäillään lisäävän hiussuonten läpäisevyyttä. C4a on
puolestaan melko heikko anafylatoksiini.6 C5a on voimakkain anafylatoksiini, C3a on
heikompi anafylatoksiini kuin C5a, mutta voimakkaampi kuin C4a. C5a ja C3a toimivat
kemotaktisina aineina leukosyyteille, joilla on spesifiset reseptorit (C3aR ja C5aR)
näille molekyyleille.6,47 Nämä anafylatoksiinit lisäävät sileän lihaksen supistumista ja
verisuonten läpäisevyyttä sekä vapauttavat fagosytoivista soluista histamiinia ja muita
tulehdusvälittäjäaineita.6,48 Lisäksi C3a ja C5a lisäävät leukosyyttien
adheesiomolekyylien määrää verisuonten seinämissä, jolloin leukosyytit pääsevät
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helpommin siirtymään verisuonista tulehduspaikalle.7 C5a vaikuttaa myös suoraan
neutrofiileihin ja monosyytteihin lisäten niiden kiinnittymistä verisuonten seinämään ja
siirtymistä tulehduspaikalle sekä fagosyyttistä aktiivisuutta. Lisäksi C5a lisää
komplementtiproteiinien reseptorien, CR1 ja CR3, määrää neutrofiilien ja monosyyttien
pinnalla.6,7 C3a toimii kemotaktisena aineena eosinofiileille ja syöttösoluille.47
1.4.6 Opsonointi
Opsonisaatio tarkoittaa opsoniinien kuten vasta-aineiden ja komplementin osien
kiinnittymistä antigeeneihin edistäen näin niiden fagosytoosia. Opsonisaatio on tärkein
komplementin tehtävä.7 Fagosytoivien solujen on huomattavasti helpompi fagosytoida
opsonoituja mikrobeja, eli opsonisaatio lisää fagosytoosia selvästi. Useilla solutyypeillä
on reseptoreita komplementin proteiineille ja ne tunnistavat opsonoidun patogeenin
näillä reseptoreilla. C3b ja sen johdannaiset ovat komplementin tärkeimpiä opsonisoivia
molekyylejä, mutta myös C4b voi toimia opsoniinina. Komplementtireseptoreita (CR)
tunnetaan kuusi erilaista. CR1-reseptoria löytyy makrofagien, monosyyttien,
polymorfonukleaaristen leukosyyttien, punasolujen, B-solujen ja follikulaaristen
dendriittisolujen pinnalta. CR1 sitoutuu C1q-, C3b-, iC3b- (C3b:n inaktiivinen muoto)
ja C4b-fragmentteihin, mutta ei pysty suoraan indusoimaan fagosytoosia vaan vaatii
jonkin makrofageja aktivoivan immuunijärjestelmän välittäjäaineen läsnäolon.6,7,47
Punasolujen pinnalla olevien CR1-reseptorien mukana immuunikomplekseja kulkeutuu
pernaan ja maksaan fagosytoitavaksi.6
CR3 on makrofagien, monosyyttien, polymorfonukleaaristen leukosyyttien,
follikulaaristen dendriittisolujen ja NK-solujen pinnalla esiintyvä
komplementtireseptori.7,47 CR3:n ligandina toimii iC3b-fragmentti, joka sitoutuessaan
CR3:een pystyy indusoimaan fagosytoosin.7 CR3:n aikaansaama fagosytoosiaktiivisuus
ei kuitenkaan ole yksinään vielä kovin suuri ja fagosytoosiaktiivisuus nousee, kun solu
saa kostimulatorisia signaaleja esimerkiksi kemokiineilta ja kemotaktisilta aineilta.47
CR2-reseptoria esiintyy B-solujen ja follikulaaristen dendriittisolujen pinnalla.6,47 CR2-
reseptoriin sitoutuu iC3b-fragmentti sekä toinen C3b:n inaktiivinen johdannainen,
C3dg-fragmentti. Ligandiinsa sitoutunut CR2 B-solun pinnalla vahvistaa saman solun
antigeeniin sitoutuneesta reseptorista tulevaa signaalia. Spesifiseen antigeeniin
sitoutunut B-solu tuottaa siis suuremman vasteen, jos sen pinnalla oleva CR2 on
sitoutunut ligandiinsa.6,7 CR4 stimuloi fagosytoosia ja sitä löytyy makrofagien,
monosyyttien, polymorfonukleaaristen leukosyyttien ja dendriittisolujen pinnalta.47
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Komplementti osallistuu myös elimistön puhtaanapitoon. Komplementti tunnistaa
immuunikompleksien lisäksi hajonneista soluista vapautuneita rakenteita ja yhdisteitä
kuten kromatiinia sekä solusäikeitä ja päällystää niitä opsoniineillaan fagosyyttien
syötäväksi.6
1.4.7 Komplementin säätely
Elimistön kannalta on tärkeää, että komplementti aktivoituu vain tarkoin valituissa
olosuhteissa, jotta sen vaikutukset kohdistuvat vain patogeenisiin mikrobeihin eikä
elimistön omiin soluihin. Elimistössä onkin useita mekanismeja, jotka pyrkivät
takaamaan tämän. Komplementin aktivoiduttua sen tekijät joko sitoutuvat nopeasti
lähellä oleviin rakenteisiin, tai hydrolysoituvat. C4b-komponentti sisältää hyvin
reaktiivisen tioesterisidoksen, jolla C4b voi sitoutua lähellä oleviin molekyyleihin. C4-
proteiinin hajoaminen tapahtuu kuitenkin vain patogeenin pintaan sitoutuneen
C1(C1q+C1r+C1s)- tai lektiini(MBL+MASP-1-3)-kompleksin katalysoimana, jolloin
C4:stä vapautuva C4b sitoutuu nimenomaan lähellä oleviin patogeenin proteiini- tai
hiilihydraattirakenteisiin. Jos C4b ei sitoudu nopeasti kohteeseensa, se hydrolysoituu ja
inaktivoituu. Myös C2-komponentti hajoaa säädellysti vain jos se on sitoutuneena
C4b:hen, jolloin C2a- ja C2b-komponentteja muodostuu vain patogeenin pinnalla, kuten
C3-konvertaasiakin (C4b2b). Pieniä määriä komplementin komponentteja hajoaa
plasmassa jatkuvasti spontaanisti aktiiviseen muotoonsa.7 Isäntäsolujen suojaamiseksi
elimistössä on erilaisia liukoisia komplementin säätelijöitä, kuten C1-inhibiittori, C4b-
molekyyliä sitova proteiini (C4bp) ja faktori H ja I, sekä solujen pinnalla olevia
komplementin aktivoitumista sääteleviä kalvoreseptoreita kuten CR1 (CD35),
membrane cofactor protein (MCP, CD46), decay accelerating factor (DAF, CD55) ja
protektiini (CD59).6,49,50
C1-inhibiittori estää C1-kompleksin C1r- ja C1s-osien liiallista aktiivisuutta, lisäksi se
hillitsee lektiini-kompleksissa MASP-1 ja -2 -entsyymien aktiivisuutta. Näin ollen C1-
inhibiittori toimii komplementin klassisen tien ja lektiinitien säätelijänä. C4bp hajottaa
klassisen tien C4bC2a-konvertaasia ja faktori H puolestaan vaihtoehtoisen tien C3bBb-
konvertaasia.6,7 Lisäksi faktori H kilpailee faktori B:n kanssa sitoutumisesta C3b-
fragmenttiin solukalvon pinnalla.49 C4bp ja faktori H ovat molemmat kofaktoreita
faktori I:lle, joka hajottaa elimistön omien solujen pinnalle sitoutuneita C3b- ja C4b-
fragmentteja tuottaen inaktiivisia C4c- ja C4d-fragmentteja sekä iC3b-fragmentteja
osallistuen näin ollen kaikkien komplementin aktivaatioteiden säätelyyn.6,50
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DAF ja MCP ovat isännän solujen solukalvoilla olevia säätelijämolekyylejä, jotka
osallistuvat molemmat C3:n aktivaation säätelyyn. DAF-molekyylit pystyvät
hajottamaan C3- ja C5-konvertaaseja, MCP toimii kofaktorina faktori I:lle. Myös
protektiini (CD59) on solukalvolla esiintyvä, komplementin säätelyyn osallistuva
molekyyli. Se sitoutuu C5b-C8- ja C5b-C9-komplekseissa kiinnittyneinä oleviin C8- ja
C9-molekyyleihin estäen C9-molekyylin polymerisaation solukalvolle ja estää näin
ollen MAC:n hajoittamasta solua. Useiden elimistön solujen pinnalta löytyvä
komplementtireseptori CR1 osallistuu fagosytoosin stimuloinnin ja
immuunikompleksien kuljetuksen lisäksi C3b-fragmentin inaktivointiin ja estää näin
ollen C3- ja C5-konvertaasien muodostumista.6
1.5 Reseptorit
Elimistön puolustusjärjestelmässä on useita reseptoreita, jotka osallistuvat patogeenien
tunnistamiseen ja luonnollisen immuunipuolustuksen mekanismien aktivoitumiseen.
Näitä reseptoreita on monien elimistön solujen pinnalla, ja niitä löytyy myös eritettyinä
vapaana kudoksissa. Reseptorit voivat muun muassa aktivoida fagosytoosia ja toimia
kemotaktisina tekijöinä tulehdussoluille tai ne voivat indusoida erilaisten
puolustusjärjestelmän molekyylien tuottamista ja erittymistä sekä tulehdusprosessiin
liittyvien geenien ilmentymistä. Luonnollisen immuunipuolustuksen reseptorit
tunnistavat tiettyjä patogeenien rakenteita (pathogen-associated molecular patterns,
PAMP) kuten lipopolysakkaridi, peptidoglykaani ja kaksijuosteinen RNA, jollaisia ei
isännän soluissa ole.51
1.5.1 Toll-like reseptorit
Toll-reseptori löydettiin Drosophila-kärpäsiltä 1900-luvun lopulla ja sillä huomattiin
olevan tärkeä merkitys Drosophilan immunipuolustukselle sieni-infektioita vastaan.
Myöhemmin vastaavia reseptoreita löydettiin nisäkkäiltä, ja niillä on todettu olevan
tärkeä rooli nisäkkäiden luonnollisessa immuunipuolustuksessa. Nisäkkäiden
reseptorille annettiin nimeksi Toll-like receptor ja niiden lyhenteenä käytetään TLR-
kirjainyhdistelmää.52 TLR-reseptoreita on immuunipuolustusjärjestelmän solujen lisäksi
myös ihon, hengitysteiden, ruuansulatuskanavan ja virtsateiden epiteelisoluissa, sileissä
lihassoluissa sekä endoteelisoluissa.53-58 Nisäkkäiltä on tähän mennessä löydetty 12
TLR-reseptoria.52
TLR:t tunnistavat useita patogeenien eri rakenteita, mutta niillä on havaittu olevan myös
elimistöstä itsestään peräisin olevia eli endogeenisiä ligandeja. TLR-reseptorit kuuluvat
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interleukiini-1-reseptoriperheeseen. Reseptorit koostuvat solunsisäisestä
Toll/interleukiini-1-reseptori (TIR)-osasta,  ja solun ulkopuolella olevasta leusiini-
rikkaasta (leucine-rich repeats, LRR) osasta.51,53,59 LRR-osan uskotaan vastaavan
ligandin tunnistamisesta ja TIR-osan signaalikaskadin käynnistymisestä solun sisällä
ligandin sitouduttua reseptoriin.51,53,60 Solukalvolla TLR-reseptorit muodostavat yleensä
dimeerin, jossa on kaksi TLR-reseptoria liittyneenä toisiinsa. Useimmat TLR-reseptorit
muodostavat homodimeerin, jossa kaksi samanlaista TLR-reseptoria on liittynyt
toisiinsa. TLR-2 pystyy homodimeerisen muodon lisäksi muodostamaan heterodimeerin
TLR-1:n ja TLR-6:n kanssa.61-63
Useissa tutkimuksissa on pyritty tutkimaan mahdollisten endogeenisten ligandien
aiheuttamaa TLR aktivaatiota. Muun muassa lämpösokkiproteiinien (heat shock protein,
HSP), fibrinogeenin, keuhkojen surfaktanttiproteiini-A:n sekä heparaanisulfaatin on
todettu aiheuttavan TLR-reseptorien aktivaation.59, 64-67 Endogeenisten TLR-ligandien
tutkimista vaikeuttaa kuitenkin tutkimusmateriaalin mahdollinen kontaminaatio
patogeenien rakenteilla, sillä esimerkiksi bakteerien lipopolysakkaridi kontaminoi
helposti tutkimusmateriaalia ja pystyy jo pieninä määrinä aktivoimaan TLR-
reseptoreita. Näin ollen onkin mahdollista, että ainakin osa endogeenisten ligandien
aiheuttamasta TLR-aktivaatiosta onkin oikeasti peräisin patogeenien rakenteista.59
TLR-aktivaatio laukaisee solun sisällä viestikaskadin, joka johtaa tulehdusta edistävien
sekä immuunivastetta säätelevien tekijöiden tuottamiseen ja edelleen luonnollisen ja
hankitun immuunivasteen käynnistymiseen. 68 TLR-signaalikaskadiin osallistuu useita
eri molekyylejä ja signaalikaskadin kulku ja sen aikaansaama immuunivaste vaihtelee
solutyypin, TLR-reseptorin ja ligandin mukaan.69 Yksi tärkeimmistä TLR-
aktivaatioketjun tekijöistä on transkriptiofaktori NF?B (nuclear factor kappa B), jonka
aktivoituminen solun sisällä johtaa useita sytokiinejä, kemokiinejä sekä
adheesiomolekyylejä koodaavien geenien transkriptioon. 68-70 Tulevaisuudessa TLR-
signaalikaskadin muokkaaminen voisi olla yksi hoitovaihtoehto joissakin sairauksissa,
mikäli elimistön immuunivastetta voitaisiin tarvittaessa joko vahvistaa tai heikentää
TLR-aktivaatioon vaikuttamalla.71
TLR-2 on monipuolinen immuunipuolustusjärjestelmän reseptori ja se tunnistaa useita
patogeenien rakenteita kuten peptidoglykaani, lipoteikkohappo, mikrobien
lipoproteiinit, mykobakteerien lipoarabinomannaani ja hiivasolujen soluseinän
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zymosaani. Kyky muodostaa heterodimeereita TLR-1:n ja TLR-6:n kanssa lisää TLR-
2:n ligandien määrää.52 TLR-2 reseptorin kautta tapahtuva signalointi indusoi eri
sytokiinien, muun muassa TNF-? (tumor necrosis factor ?) , IL-2, IL-6 ja IL-12,
vapautumisen. TLR-3 tunnistaa kaksijuosteista RNA:ta (dsRNA), jota syntyy useiden
virusten replikaatiosyklissä. Isännän elimistön vahingoittuneista soluista vapautuva
mRNA voi joissakin tapauksissa myös toimia TLR-3:n ligandina. TLR-3:n aktivaatio
saa aikaan viruspuolustuksessa tärkeiden interferonien (IFN) erittymisen soluista.69,72
TLR-4 tunnistaa Gram-negatiivisten bakteerien ulkokalvossa olevaa lipopolysakkaridia
sekä joidenkin virusten rakenteita.60,70,73 TLR-4:lla on osoitettu olevan myös useita
endogeenisiä ligandeja, mutta kuten aikaisemmin mainittiin, bakteerien
lipopolysakkaridi kontaminoi helposti tutkimusmateriaalin ja voi aiheuttaa osittain
harhaan johtavia tuloksia. TLR-5 tunnistaa bakteerien liikkumiseen käyttämässä
”siimassa” eli flagellassa olevaa flagelliinia. Näin ollen TLR-5 tunnistaa Gram-
negatiivisia ja -positiivisia bakteereita, joilla on flagella-rakenne. TLR-4:n ja TLR-5:n
aktivaatio johtaa NF?B-transkriptiofaktorin aktivaatioon, minkä seurauksena soluissa
aletaan tuottaa tulehdusta välittäviä yhdisteitä. 7,74
TLR-7, TLR-8 ja TLR-9 sijaitsevat solujen sisällä olevien endosomien kalvolla ja ne
kaikki tunnistavat nukleotidirakenteita. TLR-7:n ja TLR-8:n luonnolliseksi ligandiksi on
osoittautunut virusten yksijuosteinen RNA (ssRNA). Yksijuosteisen RNA:n lisäksi
TLR-7:n ja TLR-8:n on todettu tunnistavan joitakin nukleiinihappojen kaltaisia,
immuunipuolustukseen vaikuttavia synteettisiä yhdisteitä kuten imidatsokinoloneja.
Näiden kahden reseptorin aktivaatio aiheuttaa interferonipitoisuuksien lisääntymisen
elimistössä.75,76 TLR-7 tunnistaa lisäksi ihosairauksien hoidossa käytettävää
immuunivasteen muuntajaa, imikimodia (imiquimod). Imikimodi käynnistää TLR-7:n
välityksellä useiden sytokiinien kuten IFN-?, IL-12 ja TNF-? tuotannon, mikä
puolestaan saa aikaan immuunivasteen käynnistymisen elimistössä.60,70,77 TLR-9
tunnistaa metyloimattomia CpG DNA-pätkiä, joita esiintyy bakteerien genomissa, mutta
ei isännän DNA:ssa. TLR-9 tunnistaa myös joitakin synteettisiä CpG-DNA-yhdisteitä,
jotka voivat tulevaisuudessa tarjota mahdollisuuden vaikuttaa keinotekoisesti TLR-9:n
aktivaatioon eri sairauksien yhteydessä. 78
TLR-reseptoreilla on tärkeä rooli elimistön immuunipuolustusreaktioissa ja niitä on
viime aikoina tutkittu paljon. Hiiren ja ihmisen TLR-reseptoreista tiedetään jo melko
paljon, mutta sian TLR-reseptoreita on tutkittu vasta vähän. Joitakin sian TLR-
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reseptoreita koodaavia geenejä on sekvensoitu ja myös TLR-reseptorien esiintymistä
sian eri kudoksissa on tutkittu.52,78-80 Sian TLR-2 ja TLR-6 reseptoreita koodaavat
geenit sijaitsevat sian kromosomissa nro 8. Geenisekvenssit muistuttavat osittain
ihmisen ja hiiren vastaavien reseptorien geenisekvenssejä ja rakenteellisesti sikojen
TLR-reseptorit muistuttavat vastaavia ihmisten ja hiirten TLR-reseptoreita.52,80 TLR-
1:tä ja TLR-6:ta  on löydetty ainakin sian keuhkoista, maksasta, munuaisista, pernasta,
kateenkorvasta, mahalaukusta, ohutsuolesta ja paksusuolesta. TLR-10 esiintymistä sian
eri kudoksissa on myös tutkittu ja havaittu, että sitä esiintyy etenkin pernassa, mutta
joissakin määrin myös keuhkoissa, ohutsuolessa, mahalaukussa ja kateenkorvassa, ja
vähäisessä määrin paksusuolessa, munuaisissa ja maksassa.52 Tutkittaessa TLR-9
reseptorien esiintymistä sian suoliston soluissa havaittiin, että TLR-9 reseptoreita
esiintyy Peyerin levyjen ja suoliliepeen imusolmukkeiden soluissa sekä sian suoliston
epiteelissä.78 Tutkittaessa aivan vastasyntyneiden porsaiden kudoksia havaittiin, että
TLR-2 ja TLR-9 reseptoreita löytyi kateenkorvasta, Peyerin levyistä ja suoliliepeen
imusolmukkeista, pernasta, keuhkoista, sydämestä, munuaisista, maksasta,
luustolihaksista ja ohutsuolesta.81 TLR-4 reseptoreita on puolestaan osoitettu olevan
makrofagien pinnalla keuhkoissa, ohutsuolessa, maksassa, pernassa, ihon ja keuhkojen
isojen verisuonten endoteelissa sekä keuhkojen intravaskulaarisissa makrofageissa.79
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Taulukko 2. TLR ligandit 60,68,70
Reseptori Ligandi
TLR-2 Peptidoglykaani, lipoteikkohappo, lipopeptidit,
lipoarabinomannaani, lipopolysakkaridi, zymosaani,
fosfatidyloinositoli dimannosidi
TLR-3 dsRNA
TLR-4 Lipopolysakkaridi, respiratory syncytial viruksen
(RSV) F proteiini, joidenkin virusten vaipparakenteet
TLR-5 Bakteerien flagelliini
TLR-7 ssRNA, synteettiset nukleiinihappoja muistuttavat
rakenteet
TLR-8 ssRNA, synteettiset nukleiinihappoja muistuttavat
rakenteet
TLR-9 CpG DNA, HSV-1 viruksen rakenteet
TLR-10 Ligandia ei tunneta
TLR-11 Ligandia ei tunneta
TLR-12 Ligandia ei tunneta
TLR-1/TLR-2 Bakteerien ja mykobakteerien lipopeptidi (triacyl
lipopeptide)
TRL-6/TRL-2 Mykoplasmojen lipopeptidi (diacyl lipopeptide)
1.5.2 Scavenger-reseptorit
Scavenger-reseptoreita on pääasiassa makrofagien ja dendriittisolujen pinnalla, mutta
niitä löytyy myös joidenkin endoteeli- ja sileälihassolujen pinnalta.70 Scavenger-perheen
reseptoreilla on kaikilla samantyylinen domeeni, jota englanniksi kutsutaan nimellä
”coiled-coil” ja kollageeninen ligandia sitova osa.60 Scavenger-reseptorit sitovat
polyanionisia ligandeja (lipopolysakkaridin lipidi A, lipoteikkohappo ja CpG DNA).
Sian scavenger-reseptoreita ei ole juurikaan tutkittu, mutta hiirillä tehdyissä kokeissa on
havaittu, että hiiret, joilla scavenger-reseptorien toiminta on heikentynyt tai puuttuu,
ovat herkempiä bakteeri-infektioille kuin normaalit hiiret.70
1.6 Sytokiinit
Sytokiinit ovat pienikokoisia proteiineja, joita vapautuu elimistössä tiettyjen stimulusten
seurauksena. Makrofagit ja monosyytit tuottavat suurimman osan sytokiineista, mutta
myös monet muut solut kuten limakalvojen epiteelisolut, verisuonten endoteelisolut ja
T-solut pystyvät tuottamaan sytokiineja. Sytokiinien vaikutukset välittyvät spesifien
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reseptorien kautta ja ne voivat vaikuttaa autokriinisesti eli soluihin itseensä,
parakriinisesti eli lähellä oleviin soluihin tai endokriinisesti eli levitä veren mukana
elimistöön. Sytokiineihin kuuluu useita eri ryhmiä kuten kemokiinit, interleukiinit (IL),
tuumorinekroositekijät (TNF), interferonit (IFN), granulosyyttejä ja makrofageja
stimuloivat tekijät (GM-CSF), transformoivat kasvutekijät (TGF) sekä erytropoietiini.5,6
Sytokiinit voidaan luokitella  niiden toiminnan perusteella. Osa sytokiineistä, kuten
IFN-? ja –? ja tulehdusta aiheuttavat eli proinflammatoriset sytokiinit IL-1, IL-6 ja IL-8
sekä TNF-?, osallistuu etenkin infektion alkuvaiheen puolustusreaktioihin. Toiset
sytokiinit kuten IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 ja IL-12 vaikuttavat lymfosyyttien aktivaatioon
ja erilaistumiseen ja säätelevät näin ollen hankitun immuuniteetin kehittymistä. Jotkut
sytokiinit stimuloivat immuunipuolustuksen soluja ja voimistavat käynnissä olevaa
immuunireaktiota. Sytokiineihin kuuluu myös erilaisia kasvutekijöitä, jotka vaikuttavat
muun muassa valkosolujen erilaistumiseen sekä granulosyyttien esiasteiden eli
myelosyyttien kasvuun ja erilaistumiseen.5,6, 82,83 Synnynnäisen immuniteetin osalta
oleellisia sytokiinejä ovat etenkin interferonit, IL-1, IL-6, TNF-? sekä kemokiinit.
Näiden sytokiinien tuotannosta vastaavat pääasiassa makrofagit, mutta myös muut solut
kuten epiteeli- ja endoteelisolut pystyvät tuottamaan näitä proinflammatorisia
sytokiineja.6,83
Ihmiseltä on löydetty noin 45 kemokiineihin kuuluvaa kemotaktista sytokiinia. Sian
kemokiinejä on löydetty vähemmän, todennäköisesti vähäisemmän tutkimuksen vuoksi.
Kemokiinit houkuttelevat tulehduspaikalle erilaisia leukosyyttejä, joilla on eri
kemokiineille selektiiviset reseptorit pinnallaan. Kemokiinin sitouduttua reseptoriinsa
solun morfologia muuttuu, minkä seurauksena solu pystyy tunkeutumaan verisuonen
endoteelisolujen välistä tulehdusalueelle. IL-8 on kemokiineihin kuuluva sytokiini, joka
houkuttelee neutrofiilejä tulehduspaikalle. Tutkimuksissa on havaittu, että sikojen
makrofagien IL-8 tuotanto lisääntyy kun makrofagit altistetaan A. pleuropneumoniae-
bakteereille tai lipopolysakkaridille. 84,85
Proinflammatoriset sytokiinit kuten IL-1 sytokiinin kaksi erikokoista muotoa IL-1? ja
IL-1?, IL-6 sekä TNF-? aktivoivat muita tulehdusreaktioon osallistuvia soluja, joilla on
reseptori näille sytokiineille. Aktivoituneet kohdesolut alkavat tuottaa lisää
kemokiinejä, proinflammatorisia sytokiinejä sekä muita tulehduksessa biologisesti
aktiivisia yhdisteitä. IL-1 ja TNF-? stimuloivat muun muassa verisuonten
endoteelisoluja tuottamaan pinnalleen leukosyyttien kiinnittymistä helpottavia
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adheesiomolekyylejä. IL-1, TNF-? ja IL-6 stimuloivat akuutin faasin proteiinien
tuotantoa maksasoluissa, lisäksi IL-1 ja IL-6 vaikuttavat hypotalamukseen indusoiden
kuumereaktion.5,6,9 Näiden kaikkien kolmen sytokiinin pitoisuudet lisääntyvät etenkin
bakteeri-infektioissa ja hieman vähäisemmässä määrin virusinfektioissa, riipuen
kuitenkin kyseessä olevasta viruksesta.5,86,87 Esimerkiksi eräässä tutkimuksessa
havaittiin, että sikojen ASF-virus aiheuttaa voimakkaamman proinflammatoristen
sytokiinien tuotannon kuin PRRS-virus.86 IL-1:n, IL-6:n ja TNF-?:n tuotannon on
havaittu lisääntyvän sioilla muun muassa porsasyskää aiheuttavan Mycoplasma
hyopneumoniae-bakteerin aiheuttamassa infektiossa ja seerumin IL-6 pitoisuuden
lisääntyvän kokeellisissa A. pleuropneumoniae-infektioissa.82,88
T-soluperäiset sytokiinit IL-4 ja IL-10 osallistuvat makrofagien toiminnan säätelyyn ja
vaikuttavat näin ollen myös proinflammatoristen sytokiinien erittymiseen. IL-4 inhiboi
makrofagien aktivaatiota ja IL-10 vähentää sytokiinien vapautumista makrofageista.
Lisäksi IL-4 toimii B-solujen kasvutekijänä ja stimuloi Th2-vasteen syntymistä. 7,89
Viruksen infektoimat elimistön solut tuottavat interferoneja, jotka vähentävät viruksen
leviämistä elimistössä. Virusinfektoituneet solut valmistavat pääasiassa IFN-?:a ja IFN-
?:a. Interferoniperheeseen kuuluvaa IFN-?:aa tuotetaan yleensä tulehdusprosessin
myöhemmässä vaiheessa, ja se osallistuu hankitun immuunipuolustusreaktion syntyyn.
Interferonit sitoutuvat niitä tuottaneen solun sekä lähellä olevien solujen pinnalla oleviin
reseptoreihin. Tällöin solussa tapahtuu geeniaktivaatio, jonka geenituotteiden
seurauksena solujen sisällä oleva mRNA tuhoutuu ja virusten proteiinien tuotanto estyy.
Interferonit myös stimuloivat NK-soluja tappamaan viruksen infektoimia soluja.
Toisaalta interferonit stimuloivat infektoimattomia soluja tuottamaan pinnalleen MHC
I-molekyylejä, jolloin nämä solut ovat turvassa NK-soluilta.7,9
Sikojen PRRS-infektioissa heti infektion alkuvaiheessa on todettu korkea gamma-
interferonin (IFN-?) seerumipitoisuus. Todennäköisesti gamma-interferonin
tuottamisesta infektion alkuvaiheessa vastaa NK-solut ja myöhemmässä vaiheessa T-
solut, joiden aktivoituminen tapahtuu hitaammin kuin NK-solujen.90
1.7 Akuutin faasin proteiinit
Akuutin tulehduksen tai kudostuhon aikana tiettyjen proteiinien pitoisuudet muuttuvat
plasmassa. Näitä proteiineja kutsutaan akuutin faasin proteiineiksi ja niiden pitoisuuksia
veressä voidaan käyttää diagnostiikassa epäiltäessä tulehdusta, infektiota tai piilevää eli
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subkliinistä infektiota. Akuutin faasin proteiini voi olla niin sanotusti negatiivinen,
jolloin sen määrä plasmassa vähenee tulehduksen aikana, tai positiivinen, jolloin sen
pitoisuus lisääntyy tulehduksen aikana. Elimistön akuutin faasin vasteen saavat aikaan
sytokiinit, jotka stimuloivat maksasoluja tuottamaan akuutin faasin proteiineja.91
Sytokiinien erittymistä puolestaan säätelevät muun muassa glukokortikoidit ja eri
kasvutekijät. Elimistön akuutin faasin reaktioon liittyy myös endokriinisia muutoksia
kuten kuume ja uneliaisuus, hematopoieettisia muutoksia kuten valkosolujen lisääntynyt
määrä verenkierrossa eli leukosytoosi ja metabolisia muutoksia kuten lisääntynyt
proteiinikatabolia, sekä muutoksia maksan toiminnassa. Akuutin faasin proteiineja ovat
muun muassa haptoglobiini, fibrinogeeni, C-reaktiivinen proteiini (CRP), seerumin
amyloiditekijä A (SAA) ja albumiini.92 Akuutin faasin proteiinien määrissä tapahtuvat
muutokset ovat hyvin vaihtelevan suuruisia ja lajikohtaisia.6 Albumiinin määrä veressä
laskee kaikilla nisäkkäillä akuutin vaiheen reaktiossa.91 Akuutin faasin proteiinit
toimivat useilla eri mekanismeilla. Jotkut akuutin faasin proteiinit aktivoivat
immuunipuolustusmekanismeja kuten esimerkiksi komplementtia. Jotkut proteiinit taas
hillitsevät elimistön omia puolustusreaktioita vähentäen immuunipuolustuksen sille
aiheuttamia vaurioita.93
Akuutin faasin proteiinit voidaan jakaa kahteen eri ryhmään sen perusteella, mitkä
sytokiinit stimuloivat niiden tuotantoa. Tyypin 1 akuutin faasin proteiinien tuotantoa
stimuloivat IL-1 sytokiini ja TNF-? ja tyypin 2 akuutin faasin proteiineja IL-6 sytokiini.
IL-1? ja TNF-? sytokiinit stimuloivat lisäksi IL-6-sytokiinin tuotantoa. IL-1 ja TNF-?
itse eivät puolestaan suoraan stimuloi tyypin 2 akuutin faasin proteiinien tuotantoa ja
saattavat olla jopa inhibitorisia joillekin tyypin 2 proteiineille. Pääsääntöisesti tyypin 1
proteiinien pitoisuudet seerumissa lisääntyvät nopeasti sopivan stimulaation jälkeen ja
normalisoituvat myös nopeasti stimuluksen poistuttua. Tyypin 2 akuutin faasin
proteiinien pitoisuudet seerumissa lisääntyvät yleensä hitaammin ja pysyvät korkealla
pidempään.91,92 Negatiivisten akuutin faasin proteiinien merkityksestä ei ole tarkkaa
käsitystä. Epäillään, että joidenkin proteiinien tuotantoa vähennetään akuutissa
tulehdusreaktiossa, jotta muita proteiineja voitaisiin tuottaa enemmän.92 Veren
albumiinipitoisuuden lasku on havaittu useissa eläimillä tehdyissä tutkimuksissa.94
Joissakin tutkimuksissa on havaittu albumiinisynteesin vähentyneen elimistön
stressitilanteessa. Toisissa tutkimuksissa elimistön ravitsemustilan tai albumiinin
lisääntyneen kulutuksen on huomattu vaikuttavan veren albumiinipitoisuuteen
tulehduksen aikana. 94,95
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Akuutin faasin proteiineja käytetään lääketieteessä hyväksi epäiltäessä tulehdusta
elimistössä. Sikojen akuutin faasin proteiinien reaktioita on tutkittu erilaisissa
kokeellisissa infektioissa ja tulevaisuudessa proteiineista saattaa olla apua sikojen
infektioiden diagnostiikassa. Akuutin faasin proteiinien pitoisuuksia mittaamalla
saattaisi olla mahdollista havaita myös subkliinisesti infektoituneet taudinkantajat, joilla
on tärkeä merkitys infektiotautien leviämisessä sikalassa. Subkliiniset infektiot voivat
myös vähentää sikojen kasvua ja hedelmällisyyttä, vaikka kliinistä tautia ei
puhkeaisikaan.91 Sian tärkeimpiä akuutin faasin proteiineja ovat haptoglobiini, CRP,
sian major acute phase protein (MAP) ja SAA.96
1.7.1 Haptoglobiini
Haptoglobiinin kuuluu tyypin 2 akuutin faasin proteiineihin eli sen tuotantoa stimuloi
IL-6 sytokiini.91,97 Sian haptoglobiinin on arvioitu olevan noin 120 kDa kokoinen
proteiini. Haptoglobiinin tärkein tehtävä on sitoa vapaata rautaa muodostamalla sidoksia
punasoluista vapautuneen hemoglobiinin kanssa veressä. Haptoglobiinin ja
hemoglobiinin muodostama kompleksi sitoutuu makrofagien pinnalla olevaan CD163-
reseptoriin, minkä seurauksena solu ottaa haptoglobiini-hemoglobiini-kompleksin
endosytoosilla solun sisään ja vapaaseen hemoglobiiniin sitoutunut rauta poistuu
verenkierrosta.98-100 Näin haptoglobiini vähentää bakteereille tärkeän vapaan raudan
määrää elimistössä ja toimii täten bakteerien kasvua hidastavana eli bakteriostaattisena
yhdisteenä. Haptoglobiinilla on elimistöön myös muita vaikutuksia: se muun muassa
stimuloi angiogeneesiä ja säätelee immuunireaktiota. Vastasyntyneillä porsailla on
todettu matala haptoglobiinipitoisuus plasmassa, mutta porsaat saavuttavat aikuisen
haptoglobiinipitoisuuden plasmassa 2-3 viikon ikäisenä. Sukukypsillä karjuilla on
havaittu matalampi plasman haptoglobiinipitoisuus kuin kastroiduilla urossioilla ja
emakoilla.91 Haptoglobiinipitoisuuksien on todettu lisääntyvän sialla useiden
kudosvaurioiden ja infektioiden seurauksena, kuten kokeellisilla A. pleuropneumoniae-
ja Toxoplasma gondii-infektioilla on osoitettu.101 Kohonnut plasman
haptoglobiinipitoisuus on havaittu myös sioilla, jotka kärsivät hännän- ja
korvienpurennasta sekä jalkavaivoista.102 Tulokset ovat olleet ristiriitaisia, koska
eräässä tutkimuksessa havaittiin, että Gram-negatiivisten bakteerien lipopolysakkaridi ei
vaikuttanut sian plasman haptoglobiinipitoisuuksiin. Kokeessa sikoihin injektoitiin
kerta-annoksena 25 tai 50 ?g LPS:a elopainokiloa kohti eikä vaikutusta
haptoglobiinipitoisuuksiin havaittu.97 Tulos on mielenkiintoinen, sillä muiden
tutkimusten mukaan lipopolysakkaridi saa aikaan elimistössä IL-1, TNF-? ja IL-6
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sytokiinivasteet, joiden puolestaan tulisi nostaa haptoglobiinin määrää.103
Aikaisemmissa tutkimuksissa on kuitenkin osoitettu myös plasman
haptoglobiinipitoisuuksien nousevan, kun sikoihin on injektoitu lipopolysakkaridia.104
Useimmissa tutkimuksissa sian plasman haptoglobiinipitoisuuksien on havaittu
nousevan infektion yhteydessä noin kymmenkertaisesti, kun taas esimerkiksi naudalla
haptoglobiinipitoisuus plasmassa nousee paljon enemmän, yleensä 50-100 kertaisesti.101
1.7.2 C-reaktiivinen proteiini, CRP
CRP on tyypin 1 akuutin faasin proteiini ja sen tuotantoa stimuloi pääasiassa sytokiini
IL-1.21
CRP on noin 115 kDa kokoinen proteiini. Sen pitoisuus plasmassa lisääntyy yleensä
nopeasti tulehdusreaktion alkaessa ja myös laskee nopeasti elimistön selviydyttä
infektiosta. Akuutissa tulehdusreaktiossa se toimii opsoniinina kiinnittyen bakteereihin
ja vapaaseen DNA:han, sekä komplementin klassisen tien aktivoijana sitoutumalla C1q-
komponenttiin.91,93 Joissakin tutkimuksissa CRP:n on osoitettu inhiboivan
komplementin sekä vaihtoehtoista tietä että lektiinitietä.93 CRP:n on osoitettu
osallistuvan myös makrofagien ja monosyyttien toiminnan ja sytokiinituotannon
säätelyyn.91 CRP-pitoisuuden nousua plasmassa on tutkittu sioilla infektoimalla niitä
kokeellisesti muun muassa A. pleuropneumoniae-bakteerilla. CRP nousee sioilla
yleensä 10-15 kertaiseksi infektion aikana, tosin suurempiakin CRP-pitoisuuksien
nousuja on tutkimuksissa havaittu.101 Naudoilla veren CRP-pitoisuus nousee
tutkimusten mukaan 3-10 kertaiseksi infektion aikana.105 CRP:n on todettu nousevan
kokeellisissa sikojen sirkovirus tyyppi 2-infektioissa.106
1.7.3 Seerumin amyloiditekijä A, SAA
Seerumin amyloiditekijä A on noin 180 kDa kokoinen proteiini ja se esiintyy yleensä
kompleksina elimistön lipoproteiinien kanssa. SAA:ta tuottavat monosyytit ja
endoteelisolut.92 Plasman SAA-pitoisuuden on havaittu lisääntyvän sioilla leikkauksien
yhteydessä sekä kokeellisen
A. pleuropneumoniae-infektion yhteydessä. SAA:n tarkkaa toimintamekanismia ja
kaikkia tehtäviä ei tunneta. Sen on kuitenkin osoitettu muun muassa vaikuttavan
kolesterolin kuljetukseen elimistön kuolleista soluista hepatosyytteihin, toimivan
kemotaktisena yhdisteenä monosyyteille, polymorfonukleaarisille leukosyyteille ja T-
soluille sekä inhiboivan kuumereaktiota ja verihiutaleiden aktivaatiota.91
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1.7.4 Major acute phase protein, MAP
Sian MAP on 120 kDa kokoinen akuutin faasin proteiini, jonka funktiota ei vielä täysin
tunneta. Kokeellisesti on osoitettu, että plasman MAP-pitoisuudet nousevat, kun sikoja
infektoidaan A. pleuropneumoniae-, Bordetella bronchiseptica- ja Pasteurella
multocida-bakteereilla tai Toxoplasma gondii-alkueläimellä.101 MAP-proteiinin
tuotantoa stimuloi IL-6 sytokiini eli MAP kuuluu tyypin 2 akuutin faasin
proteiineihin.107 Plasman MAP-pitoisuus nousee yleensä 10-30 kertaisesti akuutin
vaiheen aikana.101
1.8 Limakalvot
Elimistön limakalvoilla on tärkeä tehtävä kehon ulkopuolisten tunkeilijoiden
torjunnassa ja limakalvoilla on paljon luonnolliseen immuunipuolustukseen kuuluvia
tekijöitä kuten soluja, reseptoreita ja antimikrobisia peptidejä. Limakalvot toimivat
fyysisenä esteenä vieraille aineille ja mikrobeille, lisäksi ne tuottavat erilaisia yhdisteitä
elimistön suojaksi. Limakalvot kohtaavat päivittäin runsaasti erilaisia elimistölle
vieraita yhdisteitä ja mikrobeja, joista niiden on osattava erottaa potentiaalisesti
haitalliset tekijät elimistölle harmittomista tekijöistä.
1.8.1 Suoliston limakalvon epäspesifi puolustus
Solujen väliset liitokset tekevät limakalvon pinnasta tiiviin fyysisen esteen elimistön
ulkopuolisille mikrobeille ja vieraille yhdisteille. Sian suoliston limakalvon soluliitoksia
on tutkittu vain vähän tarjolla olevien sopivien solulinjojen vähäisyyden vuoksi.1 Suolen
epiteelin uusiutuminen on nopeaa ja uusia epiteelisoluja tuotetaankin jatkuvasti
korvaamaan irroneita soluja. Irronneiden epiteelisolujen mukana haitallisia yhdisteitä ja
mikrobeja kulkeutuu ulos elimistöstä.108 Suolen limakalvon pinnalla oleva limakerros
on myös yksi suoliston puolustusmekanismeista. Lima koostuu musiinineista, lipideistä,
suoloista ja vedestä. Liman erityksestä vastaavat ruuansulatuskanavan epiteelin
pikarisolut. Lima suojaa epiteeliä mekaaniselta kulumiselta, happamalta ympäristöltä
sekä elimistön omilta ja bakteerien syntetisoimilta proteaaseilta. Lisäksi lima sitoo
suolen pinnalle kommensaaleja bakteereita. Ruokinnan on todettu vaikuttavan liman
erittymisen määrään, esimerkiksi kuitupitoinen ruoka lisää liman erittymistä. Suoliston
kuitua fermentoivat bakteerit tuottavat lyhytketjuisia rasvahappoja, jotka myös lisäävät
liman eritystä suolessa. Lisäksi limanerityksen on todettu lisääntyvän kokeellisissa
parasiitti-infektioissa kuten Oesophagostomum dentatum-, Trichuris suis-  ja Trichinella
spiralis- infektioissa.1,109,110
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1.8.2 Suoliston limakalvon luonnollinen immuunipuolustus
Suoliston limakalvon eri solut tuottavat antimikrobisia peptideja limakalvon pinnalle.
Muun muassa pBD-1, PR-39 ja NK-lysin peptidejä on eristetty sian
ruuansulatuskanavan alueelta. Antimikrobiset peptidit rajoittavat kommensaalien
suolistobakteerien ja patogeenisten mikrobien kasvua suolistossa sekä osallistuvat
immuunipuolustuksen säätelyyn. Neutrofiileistä peräisin olevaa PR-39 yhdistettä on
eristetty sian ohutsuolesta  ja sen pitoisuuden on todettu nousevan sian salmonelloosin
yhteydessä.1 NK-lysin peptidiä on myös pystytty eristämään sian ohutsuolesta ja sillä on
todettu olevan antimikrobisia ominaisuuksia useita bakteereita (E.coli, Acinetobacter
calcoaceticus, Streptococcus pyogenes) ja hiivoja  (C.albicans) vastaan.38
Suoliston epiteelisolut tuottavat ympäristöönsä useita eri sytokiineja. Sytokiinien
ilmentymistä ja vasteita sekä niiden vaikutusta suolen immuunipuolustukseen on
tutkittu ihmisestä ja hiirestä peräisin olevilla suolen epiteelisolulinjoilla. Useita
sytokiineja tuotetaan suoliston epiteelisoluissa konstitutiivisesti. Nämä sytokiinit
säätelevät puolustusjärjestelmän solujen jatkuvaa kulkeutumista limakalvolle,
epiteelisolujen kasvua sekä homeostaasia. Toisten sytokiinien erittyminen puolestaan
nousee mikrobi-infektioiden yhteydessä.1,111 Suoliston epiteelisolujen pinnalla on myös
reseptoreita eri sytokiineille. Näiden välityksellä suolen epiteelisolut pystyvät
kommunikoimaan immuunijärjestelmän solujen kanssa.1 Epiteelisolujen lisäksi
sytokiinejä tuottavat epiteelisolukerroksen alla olevassa löyhässä sidekudoskerroksessa
(lamina propria) olevat immuunijärjestelmän solut. Sikojen suoliston sytokiinivasteita
on tutkittu eri tilanteissa jonkin verran. Porsaiden vieroituksen yhteydessä sytokiinien
IL-1?, IL-6 ja TNF? ilmentymisen suolistossa havaittiin lisääntyvän muutaman päivän
ajaksi.112 Suoliston sytokiinien määrän osoitettiin nousevan myös kokeellisissa E.coli-,
Salmonella spp.-, Schistosoma mansoni-, Toxoplasma gondii- ja Ascaris suum-
infektioissa. 1,111,113
Suolen limakalvolla elävä kommensaalinen mikrobisto on tärkeä isännän terveydelle ja
hyvinvoinnille ja se osallistuu myös luonnolliseen immuunipuolustukseen.
Normaalimikrobisto vaikuttaa suolen limakalvon immuunipuolustuksen kehittymiseen
ja toimintaan. Suoliston mikrobien on osoitettu lisäävän epiteelisolujen uusiutumista ja
liman eritystä säätelevien geenien ilmentymistä.108 Suolistomikrobisto on kiinnittynyt
suolen pintaan ja kilpailee näin ollen suolistopatogeenien kanssa kiinnittymiskohdista ja
ravinteista. Kommensaalibakteerit pystyvät myös tuottamaan joitakin ravinteita ja
32
antimikrobisia yhdisteitä sekä vaikuttavat suoliston solujen sytokiinituotantoon joko
lisäämällä tai vähentämällä sitä. 114,115 Suoliston mikrobisto alkaa kehittyä porsaalle heti
syntymän jälkeen. Ensimmäiset kommensaaliset bakteerikannat porsas saa emältään ja
ympäristöstään. Myöhemmin mikrobistoon vaikuttaa ruokinta, stressi ja
olosuhdemuutokset kuten vieroitus.115
Kokeellisissa olosuhteissa kasvatetuilla mikrobivapailla porsailla on osoitettu, että
normaalimikrobiston puuttuminen estää suoliston diffuusin ja järjestäytyneen
lymfaattisen kudoksen normaalin kehittymisen. Mikrobivapaiden porsaiden B-solut
eivät myöskään pysty tuottamaan vasta-aineita yhtä monipuolisesti kuin normaalin
suolistomikrobiston omaavien porsaiden B-solut, ja näin ollen mikrobivapaiden
porsaiden vasta-aine riippuvainen immuunipuolustus on puutteellista.116
Kommensaalisissa mikrobeissa on patogeenisten mikrobien tapaan rakenteita (PAMP),
joita suolen limakalvolla olevat immuunijärjestelmän osat tunnistavat.
Normaalimikrobisto aiheuttaa kuitenkin hyvin harvoin isäntäeläimelle ongelmia.
Limakalvojen immuunipuolustus on sopeutunut elämään kommensaalisten mikrobien
kanssa ja niiden aiheuttama immuunivaste jää paikalliseksi. Hiirikokeissa on osoitettu,
että suolen limakalvossa olevat dendriittisolut ottavat sisäänsä suolen epiteelin
läpäisseitä kommensaalisia bakteereita. Nämä dendriittisolut kulkeutuvat suolen
järjestäytyneisiin imukudosrakenteisiin, Peyerin levyihin, jossa ne stimuloivat B-soluja
tuottamaan IgA-vasta-ainetta. Näin ollen kommensaalisten bakteerien aiheuttama
immuunivaste on paikallinen ja rajoittuu suolen limakalvolle.117 Suolen pinnalle
eritetään jatkuvasti IgA-vasta-ainetta. Hiirillä tehdyissä tutkimuksissa IgA- vasta-aineen
ei ole kuitenkaan huomattu vaikuttavan suolen mikrobiston koostumukseen.118 Toisaalta
IgA-vasta-aineen on hiirillä tehdyissä kokeissa todettu rajoittavan kommensaalisten
bakteerien tunkeutumista limakalvon lumenista syvempiin osiin.117
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2 Kokeellinen osa
2.1 Taustaa
Suoliston kommensaalisella mikrobistolla on tärkeä merkitys isäntäeläimen
suolistoterveydelle. Normaalimikrobisto kilpailee patogeenien kanssa ravinteista ja
kiinnittymispaikoista sekä stimuloi suoliston paikallista immuunijärjestelmää.119
Sikojen tehotuotannossa on pyritty löytämään keinoja vähentää etenkin vieroitettujen
porsaiden ripuleista aiheutuvia tuotantotappioita. Antibiooteille resistenttien bakteerien
yleistyessä tautien ennaltaehkäisyyn ja hoitoon tarvitaan uusia keinoja antibioottien
käytön sijaan. Probiootteja on ehdotettu parantamaan sikojen suolistoterveyttä ja
korvaamaan antibioottien käyttöä. Food and Agriculture Organization (FAO) ja World
Health Organization (WHO) määritelmän mukaan probiootit ovat eläviä mikro-
organismeja, joilla on terveyttä edistäviä vaikutuksia isännälle, kun annostaso on
riittävän suuri. Maitohappobakteerit ovat yleisin probiootteina käytetty bakteeriryhmä.
Probioottien on sioilla tehdyissä kokeissa todettu parantavan eläinten kasvua ja
suolistoterveyttä sekä ehkäisevän suolistosairauksia.3,4
2.1.1 Maitohappobakteerit
Maitohappobakteereita on käytetty jo hyvin pitkään fermentoitujen maitotuotteiden
valmistuksessa. Maitohappobakteerit ovat Gram-positiivisia bakteereita, jotka tuottavat
hiilihydraattimetaboliansa lopputuotteena maitohappoa. Tärkeimmät
maitohappobakteerisuvut ovat  Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc
ja Enterococcus. Lactobacillus-suvun bakteerit ovat Gram-positiivisia sauvamaisia tai
kokkobasillaarisia, fermentatiivisia anaerobeja tai aerotolerantteja bakteereja.
Lactobacillus-suvun 16S ribosomaalisen geenialueen perusteella uusia fylotyyppejä
löydetään jatkuvasti. Sian suolistosta on eristetty useita eri laktobasillilajeja.120,121
Eri laktobasillilajien käyttöä probiootteina on tutkittu viime aikoina paljon.121
Probioottikäyttöön tarkoitetuilta bakteereilta vaaditaan monenlaisia ominaisuuksia.
Probioottien tulee ensinnäkin olla turvallisia isännälle. Ruuansulatuskanavaan
jouduttuaan bakteerit altistuvat mahalaukun alhaiselle pH:lle ja ohutsuolen
sappihapoille, ja syötettävän bakteerikannan tulisi kestää näitä stressitekijöitä. Lisäksi
probiootin tulisi ehkäistä suolistopatogeenien kasvua ja niiden tulisi kestää eläinten
lääkinnässä käytettäviä yleisimpiä antibiootteja ja kokkidiostaatteja. Kykyä kiinnittyä
suolen epiteelisoluihin pidetään yleensä myös toivottuna ominaisuutena.
Probioottikantoja pitäisi olla mahdollista valmistaa suuria määriä teollisesti ja niiden
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tulisi kestää säilytystä.120,122 Useilla Lactobacillus-suvun lajeilla on ns. GRAS-status
(generally recognized as safe) eli niiden katsotaan olevan turvallisia mikro-
organismeja.123 Laktobasillien sapen ja alhaisen pH:n sietoa, antimikrobisia
ominaisuuksia ja kiinnittymistä suolen epiteelisoluihin on tutkittu useissa in vitro
kokeissa ja monien laktobasillilajien onkin todettu kestävän hyvin alhaista pH:ta ja
sappea, niillä on havaittu olevan antimikrobisia ominaisuuksia suolistopatogeenejä
vastaan ja lisäksi moni kanta kiinnittyy suoliston soluihin.3,4,124-127
2.2  Maitohappobakteerien tunnistuksessa käytettäviä molekyylibiologisia
menetelmiä
2.2.1 DNA- Sekvensointi ja polymeraasiketjureaktio,  polymerase chain reaction
(PCR)
Laktobasilli-kannat voidaan alustavasti tunnistaa lajitasolle 16S ribosomaalisen DNA:n
sekvensoinnilla. 16S rDNA:han perustuva tunnistus on luotettavin, kun noin 1,5
kiloemäksen kokoinen 16S-alue sekvensoidaan kokonaisuudessaan. Laktobasillien 16S
ja 23S rRNA geenien välistä intergenic spacer region (ISR)-aluetta voidaan myös
käyttää isolaattien tunnistukseen. ISR-alue on noin 200 emäksen pituinen, jos alueella ei
ole tRNA geenejä.128 Laktobasillilajien tunnistamiseksi voidaan myös suunnitella
lajikohtaiset alukkeet, jotka tunnistavat tarpeeksi spesifiä aluetta esimerkiksi ISR-
alueella, jolloin laktobasillilajit pystytään tunnistamaan PCR:llä.129,130
2.2.2  Pulssikenttäelektroforeesi, Pulsed field gel electrophoresis, PFGE
Pulssikenttäelektroforeesia (PFGE) voidaan käyttää laktobasillikantojen tunnistamiseen
kantatasolle asti. PFGE:ssä bakteerin koko kromosomaalinen genomi pilkotaan
restriktioentsyymillä, jolloin saadaan eri kokoisia DNA-paloja. PFGE:ssa nämä DNA-
palat erotellaan toisistaan koon perusteella ja eri bakteerikantojen genomeja voidaan
näin vertailla.
Normaalissa agaroosigeelielektroforeesissa sähkökentän suunta on vakio, jolloin
pienimmät DNA-fragmentit kulkeutuvat pidemmälle kuin isot DNA-fragmentit.
Pulssikenttäelektroforeesissa sähkökentän suunta muuttuu tietyin väliajoin. Aina kun
pulssin suunta muuttuu, täytyy DNA-fragmenttien uudelleen orientoitua, mihin kuluu
isoilta fragmenteilta enemmän aikaa kuin pienemmiltä. Näin ollen etenkin isojen DNA-
fragmenttien erottelukyky paranee verrattuna tavalliseen geelielektroforeesiin.
PFGE:ssä on tärkeää valita oikea restriktioentsyymi, jolla saadaan optimaalisen
kokoisia DNA-paloja. DNA-palojen määrä riippuu restriktioentsyymin tunnistamien
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alueiden määrästä bakteerin genomissa. Yleensä mitä pidempää aluetta
restriktioentsyymi tunnistaa, sitä vähemmän DNA-paloja entsyymi tuottaa. Toisaalta
genomin C+G nukleotidien määrällä on suuri vaikutus restriktioentsyymien toimintaan.
Genomissa, jossa on runsaasti A+T nukleotideja, CCG ja CGG ovat harvinaisimpia
trinukleotidiyhdistelmiä. Näitä trinukleotidejä sisältävät restriktioentsyymit kuten SmaI
(5'CCC^GGG3') leikkaavat AT-rikkaita genomeja harvoista kohdista. CG-rikkaissa
genomeissa CTAG on harvinaisin tetranukleotidi. Näin ollen entsyymit kuten XbaI
(5'T^CTAGA3') ja SpeI (5'A^CTAGT3') leikkaavat tällaisa genomeja harvoista
kohdista.
Restriktioentsyymien lisäksi monet muut asiat vaikuttavat pulssikenttäelektroforeesin
onnistumiseen. Jokaiselle tutkittavalle kannalle täytyy ajoa varten määrittää
optimaalinen agaroosityyppi, agaroosikonsentraatio, geelitiheys, puskuriliuos,
reorientaatiokulma ja jännitteen määrä. Useimmiten ajoissa käytetään 0,8 - 1,0 %
agaroosia, 0,5 % x Tris-borate-EDTA puskuria, 120º reorientaatiokulmaa ja 6 V/cm
jännitettä. Näiden lisäksi jokaista ajoa varten on määritettävä myös pulssien pituus ja
kokonaisajoaika. Koska isommat DNA-palat tarvitsevat enemmän aikaa reorientaatioon
kuin pienemmät DNA-palat, saadaan pulssiaikaa vaihtelemalla erikokoiset palat
erottumaan toisistaan.
Pulssikenttäelektroforeesia varten tarvitaan bakteerin kokonainen kromosomaalinen
DNA. Tämä onnistuu yleensä parhaiten, kun bakteerisoluja valetaan suoraan agaroosiin,
josta liuotetaan lyyttisillä entsyymeillä pois ylimääräiset solukomponentit kuten
soluseinä ja proteiinit. Tämän jälkeen agaroosipaloja inkuboidaan
restriktioentsyymeissä, jonka jälkeen suoritetaan varsinainen geeliajo. PFGE-ajossa
käytetään aina myös standardi DNA:ta, joka ajautuu tunnetulla tavalla
pulssikenttäelektroforeesissa ja helpottaa näin ollen ajon onnistumisen kontrollointia ja
tulosten tulkintaa.
Pulssikenttäelektroforeesista saadaan tulokseksi kartta, ikään kuin tikapuu tai
viivakoodi, erikokoisista DNA-paloista. Tämä kartta eroaa eri kantojen välillä, jolloin
erilaiset kannat ja lähisukuiset kannat pystytään tunnistamaan.131
2.3  Johdanto ja tavoitteet
Tämän lisensiaattityön kokeellisessa osassa oli tarkoitus tutkia, selviytyvätkö tietyt
Lactobacillus-kannat elävänä sian ruuansulatuskanavan läpi. Kokeessa käytettiin
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oliiviperäistä Lactobacillus brevis- (ATCC 8287) maitohappobakteerikantaa, joka ei
kuulu sian suoliston normaaliin mikrobistoon sekä kuutta maitohappobakteerikantaa,
jotka on alun perin eristetty sian suolistosta tai ulosteesta. Nämä
maitohappobakteerikannat on alustavasti identifioitu 16S/ISR-alueen sekvensoinnin
perusteella (Taulukko 1). Näitä syöttökokeessa käytettyjä sian suolistosta eristettyjä
bakteerikantoja on aikaisemmin tutkittu in vitro niiden probioottisten ominaisuuksien,
kuten alhaisen pH:n ja sapen sietokyvyn sekä sian suolen enterosyytteihin
kiinnittymisen osalta (Syventävät opinnot Mertaniemi-Hannus 2002, Poropudas 2002,
Vacklin 2002 ja Pakkanen 2004). Lisäksi on tutkittu näiden kantojen kykyä estää
kahden patogeenisen E. coli –kannan sekä Salmonella typhimurium-, Yersinia
enterocolitica- ja Listeria monocytogenes –kantojen kasvua (Syventävät opinnot
Mertaniemi-Hannus 2002, Hankimo 2002 ja Karikoski 2004). Kannat valittiin
syöttökokeeseen näiden tutkimusten perusteella.
2.4 Materiaalit ja menetelmät
Syöttökokeessa siat jaettiin kolmeen ryhmään, joista yhdelle ryhmälle syötettiin L.
brevis-maitohappobakteeria (GRL 1-ryhmä), ja yhdelle ryhmälle bakteeriseosta, joka
koostui kuudesta sian suolistosta eristetystä maitohappobakteerista (seosryhmä). Yksi
ryhmistä toimi kontrolliryhmänä, jolle annettiin vain maitohappobakteerien
pakastukseen käytettyä elatusainetta. Jokaisessa koeryhmässä oli kymmenen porsasta.
Porsaat oli vieroitettu neljän viikon ikäisinä, ja syöttökoe aloitettiin, kun porsaat olivat
noin kuuden viikon ikäisiä. Päivittäinen bakteeriannos annettiin porsaille pullassa, johon
oli imeytetty 1ml tuoretta ja elävää bakteerisuspensiota, jossa oli 1x1010 bakteeria eli
kutakin seoskantaa oli siis 1,6667 x 109 bakteeria. Syöttökoe kesti kolme viikkoa, minkä
jälkeen porsaat lopetettiin. Porsaista otettiin ulostenäytteet ennen syöttökokeen
aloittamista (0-näyte) ja lopetuksen yhteydessä (lopetusnäytteet).  Ulostenäytteistä
tehtiin laimennossarjat, jotka viljeltiin maljoille ja sekakasvustoista pyrittiin
satunnaisesti valitsemaan erinäköisiä pesäkkeitä pakastettavaksi MRS-liemessä -
70?C:een. Laimennossarjan maljoille jäänyt sekakasvusto kerättiin MRS-liemeen
putkiin, jotka myös pakastettiin -70?C:een.
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Taulukko 3. Syöttökokeessa käytetyt bakteerikannat
Syöttökanta Lajinimi Lähde
LAB 2 L. amylovorus 1) Sian uloste
LAB 4 L. mucosae 2) Sian uloste
LAB 26 L. reuteri 1) Sian duodenum
LAB 33 L. salivarius 1) Sian ileum
LAB 49 L. reuteri 1) Sian jejunum
LAB 81 L. johnsonii 1) Sian ileum
GRL 1 L.brevis Oliivi
1) Tunnistus perustuu 16S rRNA- ja ISR-geenialueiden sekvenssiin
2) Tunnistus perustuu 16S rRNA-geenialueen sekvenssiin
Tämän eläinlääketieteen lisensiaatin tutkielman kokeellinen osa aloitettiin valitsemalla
ulosteviljelmistä pakastettuja pesäkkeitä satunnaisesti kaikista koeryhmistä ja
tarkistamalla niiden puhtaus. Pakastettua bakteerisuspensiota siirrettiin aseptisesti
pakastusputkesta MRS-liemeen koeputkeen. Bakteereita kasvatettiin yksi vuorokausi
+37?C:ssa anaerobisissa olosuhteissa, jotka luotiin käyttämällä anaerobiastiaa ja
kaasukehitintä (Anaerocult A, Merck). Inkuboinnin jälkeen liemiviljelmästä
siirrostettiin MRS-agarille (Difco) hajotusviljemäksi ja maljat laitettiin edelleen
vuorokaudeksi kasvamaan anaerobisiin olosuhteisiin +37?C:een. Mikäli maljalla näkyi
useita erinäköisiä pesäkkeitä, poimittiin siltä erilaiset pesäkkeet, jotka viljeltiin edelleen
omille maljoilleen, kunnes viljelmien todettiin olevan puhtaita. Kantojen
puhdasviljelmät säilöttiin -70?C:een.
2.4.1  DNA-eristys
Maljoilla kasvavasta puhdasviljelmästä tehtiin DNA-eristys. Molekyylibiologisissa
töissä käytetyt puskuriliuokset valmistettiin Sambrook & Russel, Molecular Cloning A
Laboratory Manual (2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
New York) kirjan ohjeiden mukaisesti. Bakteerimassaa kaavittiin maljalta TE-puskuria
(pH 8,0) ja lasihelmiä sisältävään putkeen ja ravisteltiin vortex-laitteessa (Vortex Genie
2). Putkia sentrifugoitiin 3000g 10 minuuttia, jolloin solut painuivat pohjaan.
Supernatantti poistettiin. Putkiin lisättiin 5µl 5mM EDTA:ta, jonka jälkeen soluja
kuulamyllytettiin (Edmund Bühler: Vibrogen Zellmühle) 1 minuutti solujen
rikkomiseksi. Putkiin lisättiin 600 µl TE-puskuria ja niitä pidettiin jäillä 30 minuuttia.
Tämän jälkeen tehtiin fenoli-kloroformiuutto vetokaapissa lisäämällä putkiin  300 µl
fenolia ja 300 µl kloroformia. Putkia ravisteltiin ja sekoitettiin kääntelemällä sekä
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sentrifugoitiin 14 000g 15 minuuttia, jolloin niihin muodostui kaksi nestefaasia. Ylempi
nestefaasi otettiin talteen puhtaaseen putkeen ja siihen lisättiin 600 µl kloroformi-
isoamyylialkoholia. Putkien ravistelu ja sentrifugointi (14 000g 15 minuuttia) toistettiin,
minkä jälkeen ylempi nestefaasi otettiin talteen puhtaisiin putkiin. Yläfaasissa oleva
DNA saostettiin lisäämällä preparaattiin 1/10 tilavuutta (n. 50-60 µl) 3M
natriumasetaattia pH 7,5 ja 1,5 tilavuutta (n. 800 µl) jääkylmää (-20ºC) 96% etanolia.
Putkia ravisteltiin ja laitettiin -20 ºC:een vähintään kahdeksi tunniksi. Tämän jälkeen
putkia sentrifugoitiin 14 000g 15-30 minuuttia 4ºC :ssa, jolloin putken pohjaan
muodostuu DNA-sakka. Supernatantti poistettiin ja saostunut DNA pestiin lisäämällä
putkiin 200 µl jääkylmää (-20ºC) 70% etanolia, minkä jälkeen putkia jälleen
sentrifugoitiin 14 000g 15 minuuttia. Supernatantti poistettiin ja DNA kuivattiin
vakuumikuivaajassa (Heto:DNA mini) 5-10 minuuttia. Kuivatun DNA-sakan päälle
lisättiin 50 µl TE-puskuria ja DNA liuotettiin yön yli jääkaapissa.
2.4.2 Polymeraasiketjureaktio, PCR
DNA-konsentraatio mitattiin VersaFluorTM- tai NanoDrop-mittauslaitteella. Eristetty
kromosomaalinen DNA laimennettiin Milli Q vedellä pitoisuuteen 2ng/µl, ja
laimennettua DNA:ta monistettiin PCR-menetelmällä. Reaktiossa käytetyt reagenssit on
mainittu Taulukossa 2. PCR-reaktiossa käytettiin 10 ng eristettyä DNA:ta. PCR-tuotteet
detektoitiin geelielektroforeesiajolla ja markkerina ajoissa käytettiin Smart Ladder- tai
?PstI-DNA:ta.
Taulukko 4. PCR-reaktiossa käytetyt reagenssit
Forward primer 50pmol/?l 0.5 ?l
Reverse primer 50pmol/?l 0.5 ?l
dNTP F560L, 10mM (Finnzymes) 0.5 ?l
10x buffer F-511, (Finnzymes) 2.5 ?l
Dynazyme II DNA Polymerase Recombinant F501L,
2.0U/?l (Finnzymes)
0.3 ?l
H2O 20.7 ?l
Templaatti 2ng/?l 5 ?l
L .brevis-kannan PCR-reaktiossa käytetyille L. brevis pintaproteeinigeenialuetta
(surface layer, Slayer protein) tunnistaville SlpA-alukkeille tehtiin gradientti-PCR, jossa
todettiin alukkeiden optimaalisen kiinnittymislämpötilan olevan 60 ºC. L. brevis-kannan
PCR-tuotteena oli bakteerin pintaproteeinin geenifragmentti, joka on kooltaan 307
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emäsparia. Positiivisena kontrollina käytettiin L.brevis-bakteerista eristettyä
kromosomaalista DNA:ta ja negatiivisena kontrollina kromosomaalista DNA:ta
Lactococcus lactis-bakteerista, jolla ei ole vastaavaa pintaproteiinirakennetta, eikä siten
vastaavaa geeniä. SlpA-alukkeilla tutkittiin myös kontrolli- ja seosryhmän näytteet.
DNA-eristysten onnistumista kontrolloitiin suorittamalla 12:lle L. brevis-kantaa
saaneesta koeryhmästä eristetylle puhdasviljelmälle PCR universaali-alukkeilla
(numerot 1315 ja 1316), jotka monistavat 460 emäsparin kokoisen alueen kaikkien
bakteerien 16S rRNA-geenialueelta.
Seos- ja kontrolliryhmän näytteet tutkittiin LAB 2, LAB 4, LAB 33, LAB 49 ja LAB 81
spesifeillä alukkeilla. LAB 2-, LAB 49- ja LAB 81-alukkeet tunnistivat kyseisten
bakteerikantojen ISR-aluetta, ja LAB 4- ja LAB 33-alukkeet tunnistivat kyseisten
bakteerilajien 16S rRNA-geenialuetta. L. reuteri-kannoille 26 ja 49 ei ollut mahdollista
suunnitella omia kantaspesifisiä alukkeita, joten molempia kantoja etsittiin samoilla
alukkeilla.
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Taulukko 5. PCR:ssä käytettyjen alukkeiden sekvenssit
Kanta Sekvenssi
LAB 2 FOR  5’-TATGTCTGGCTTAAAAAGCACTTG-3’
REV  5’-TCAATGTACTAACTCCTGACTTC-3’
LAB 4 FOR  5’-ACGGACTTGACGTTGGTTTA-3’
REV  5’-CCGAAGCCATCTTTTAAATTTGA-3’
LAB 33 FOR  5’-ACGAAACTTTCTTACACCGAAT-3’
REV  5’-GATCATGCGATCCTTAGAGATA-3’
LAB 81 FOR  5’-CTTGAATAACAAGCCAAGCATA-3’
REV  5’-CCCATCATTGCCTTTTATCA-3’
UNI 1315
UNI 1316
FOR  5’-TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3’
REV  5’-GGACTAACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3’
Taulukko 6. PCR:ssä käytetyt alukkeet
Bakteerikanta Aluke Alukkeiden
tunnistamisalue
alukkeiden
kiinnittymislämpö
-tila (ºC)
PCR-tuotteen
koko
(emäsparia)
Universaali-
alukkeet
UNI 1315 ja UNI
1316
16S rRNA-
geenialue
62 460
L. brevis SlpA_for ja
SlpA_rev
S-layer
geenifragmentti
60 307
L. amylovorus LAB2_for ja
LAB2_rev
ISR-L 59 130
L. mucosae LAB4_for ja
LAB4_rev
16S rRNA-
geenialue
59 150
L. salivarius LAB33_for ja
LAB33_rev
16S rRNA-
geenialue
62 148
L. reuteri LAB49_for ja
LAB49_rev
ISR 62 Kolme tuotetta,
n. 208-350
L. johnsonii LAB81_for ja
LAB81_rev
ISR-L 57 137
ISR-L: large intergenic spacer region
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Taulukko 7. PCR ajon olosuhteet
Vaihe Lämpötila (ºC) Aika (min) Tapahtuma
1 95 10:00 Denaturaatio
2 95 0:30 Denaturaatio
3 vaihtelee eri bakteerien
välillä
0:30 Alukkeiden kiinnittyminen
4 72 0:45 Ekstensio
5 29 kertaa vaiheeseen 2
6 72 10:00 Loppuekstensio
7 4 pysyvästi
PCR-monistuksen jälkeen tuotteille tehtiin elektroforeesiajo etidiumbromidia
sisältävällä agaroosigeelillä. Ajon jälkeen UV-valossa tarkastettiin oliko geelille
muodostunut DNA-juova, joka vastaisi sekvenssin perusteella odotettua PCR-
fragmenttikokoa.
2.4.3 DNA-Sekvensointi
PCR-ajossa positiivisen tuloksen antaneista näytteistä osa sekvensoitiin tuloksen
varmistamiseksi. Sekvensointia varten PCR-tuotteet puhdistettiin käyttäen kaupallista
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) valmistetta. PCR-tuotteeseen lisättiin PB-
puskuria ja seos sentrifugoitiin pylvään läpi, jolloin PCR-tuote kiinnittyi QIAquick-
kalvoon. Tämän jälkeen PCR-tuote pestiin lisäämällä putkeen PE-puskuria ja
sentrifugoimalla putkia 1 minuutin ajan. DNA eluoitiin 30 tai 50µl:aan MilliQ-vettä
lisäämällä vesi pylvääseen, joka on asetettu puhtaaseen eppendorf-putkeen ja
sentrifugoimalla 1 minuutin ajan.
LAB 49-alukkeet tunnistivat useaa aluetta ISR-alueella eli PCR-ajossa muodostui
kolme tuotetta, jotka erottuivat geeliajossa omina juovinaan. Sekvensointia varten kaksi
PCR-tuotetta eristettiin geelistä ja puhdistettiin QIAQuick Gel Extraction menetelmällä
(QIAGEN) tai E.Z.N.A.® Gel Extarction Kit-menetelmällä. Geelieristyksessä käytettiin
3,5% NuSieve® GTG®- agaroosia ja geeli ajettiin TAE-puskurissa 60V 2-3h. Geelipalat
leikattiin geelistä UV-valon alla veitsellä. Puhdistettujen PCR-tuotteiden DNA-
konsentraatio mitattiin NanoDrop-mittauslaitteella.
Sekvensointi-PCR-reaktiota varten käytettävät alukkeet laimennettiin konsentraatioon
3,2 pmol/µl. PCR-tuotetta käytettiin reaktiossa 5-15 ng. Sekvensointi PCR-tuotteet
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saostettiin natriumasetaatti-etanoli-seoksella. 20 µl:aan tuotetta lisättiin 50 µl
huoneenlämpöistä 95% etanolia ja 2 µl 3M natriumasetaattia. Seosta pidettiin
huoneenlämmössä 15 minuuttia, jonka jälkeen putkia sentrifugoitiin 20 minuuttia
14 000g. Supernatantti poistettiin imulla ja sakka pestiin lisäämällä putkiin 250 µl 70%
etanolia, minkä jälkeen putkia sentrifugoitiin 15 minuuttia 14 000g. Supernatantti
imettiin jälleen pois ja DNA-sakka kuivattiin vakuumikuivaajassa (n.5 min). Kuivatut
DNA-näytteet joko pakastettiin myöhempää sekvensointia varten tai ne liuotettiin 20
µl:aan Template suppression reagent-liuosta (PERKIN ELMER/ABI PRISM),
denaturoitiin +95 ºC:ssa kaksi minuuttia ja siirrettiin jäille odottamaan sekvensointia,
joka suoritettiin ABI PRISMTM 310 Genetic Analyzer-sekvensointilaitteella.
Taulukko 8. Sekvensointi PCR-reaktiossa käytetyt reagenssit
TRR Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits
(Applied Biosystems)
??l
Big Dye Terminator v1.1, v3.1  5x sequencing buffer
(Applied Biosystems)
??l
Aluke  3,2pmol/?l ??l
Templaatti 20ng
Vesi Lisättiin niin, että
lopputilavuus 20?l
Taulukko 9. Sekvensointi PCR ajon olosuhteet
Vaihe Lämpötila (ºC) Aika (min) Tapahtuma
1 96 1:00 Denaturaatio
2 96 0:10 Denaturaatio
3 50 0:05 Alukkeiden
kiinnittyminen
4 60 4:00 Ekstensio
5 29 kertaa vaiheeseen 2
6 4 pysyvästi
2.4.4 Pulssikenttäelektroforeesi
Koska seosryhmälle syötetyt kannat ovat alun perin eristetty sian ulosteesta tai
suolistosta, oli mahdollista, että niitä löytyisi myös muiden koeryhmien näytteistä sekä
seosryhmän 0-näytteistä. Jotta voitiin varmistaa, että seosryhmän PCR-positiiviset
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löydökset olivat samoja kuin käytetyt syöttökannat, ajettiin nämä puhdasviljelmät
pulssikenttäelektroforeesissa. Pulssikenttäelektroforeesi suoritettiin
Eläinlääketieteellisen tiedekunnan elintarvike- ja ympäristöhygienian laitoksella
laborantti Henna Niinivirran toimesta.
Kannat viljeltiin pakkasesta ensin MRS-liemiin ja tämän jälkeen MRS-maljoille. Maljat
toimitettiin Elintarvike- ja ympäristöhygienian laitokselle, jossa kannat viljeltiin
uudelleen MRS-liemiin. Kantojen käsittely pulssikenttäelektroforeesia varten aloitettiin
pesemällä solut PIV-liuoksella. Solut lisättiin LMP (low melting point)-agaroosiin, joka
imettiin 1ml ruiskuun jähmettymään. Bakteerisoluja sisältävät, jähmettyneet
agaroosipalat poistettiin ruiskuista ja niitä inkuboitiin yön yli Lysis-liuoksessa +37
ºC:ssa. Seuraavana päivänä agaroosipalat pestiin ESP-liuoksella kaksi kertaa ja jätetiin
inkuboitumaan ESP-liuokseen yön yli. Kolmantena päivänä ESP-liuoksen tilalle
vaihdettiin TE-liuos (10:1) ja paloja inkuboitiin yksi tunti  +37 ºC:ssa. Tämän jälkeen
putkia inkuboitiin TE-Pefabloc-liuoksessa ravistelijassa +37 ºC:ssa vähintään kolme
tuntia, jonka jälkeen agaroosipaloista leikattiin 0,5mm siivu, jota inkuboitiin
restriktioentsyymiä sisältävässä digestiopuskurissa 16 tuntia +37 ºC:ssa. Kaikille
tutkittaville kannoille käytettiin SmaI-restriktioentsyymiä. Seuraavana päivänä
entsyymidigestioliuos pipetoitiin pois ja agaroosisiivujen päälle lisättiin ajoaltaan
puskuriliuosta eli 0,5xTBE:tä. Myös ajossa käytettävät markkerit tasapainotettiin
ajopuskurilla. Ajogeelinä käytettiin 1% agaroosia, joka valettiin
pulssikenttäelektroforeesikelkan päälle (PFGE-laite BioRad). Geelin jähmetyttyä sitä
tasapainotettiin kaksi tuntia ajopuskurissa. Tämän jälkeen geeliin lisättiin ajossa
käytettävät markkerit sekä näytesiivut, jonka jälkeen kaivot peitettiin sulalla agaroosilla
ja ajo aloitettiin. Ajo-olosuhteet ovat Taulukossa 6.
Taulukko 10. Pulssikenttäelektroforeesin ajo-olosuhteet eri kannoille
Kanta pulssiaika / s ajoaika / h jännite / V/cm markkeri
L.amylovorus 0,5-20 20 6 Lambda (?)
L.mucosae 0,5-15 18 6 Low Range
L.salivarius 0,5-20 20 6 Lambda (?)
L.reuteri 0,5-6 16 6 Low Range
L.johnsonii 0,5-10 16 6 Lambda (?)
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2.5 Tulokset
2.5.1 L. brevis-kantaa saaneen koeryhmän PCR-tulokset
L.brevis-syöttöryhmästä tutkittiin PCR:llä 14 nollanäytepesäkettä ja 42
lopetusnäytepesäkettä. Lisäksi tutkittiin 20 pesäkettä pesäkemorfologian osalta. Näiden
pesäkkeiden pesäkemorfologia ei kuitenkaan viitannut L. brevis-kantaan, joten
pesäkkeitä ei tutkittu PCR:llä. L. brevis-syöttöryhmän ulostenäytteistä viljellyistä
pesäkkeistä yksikään ei antanut positiivista PCR-tulosta SlpA-alukkeilla.
2.5.2 Seos- ja kontrolliryhmän tulokset
Molemmista ryhmistä tutkittiin 0-näytepesäkkeitä 14 kpl ja lopetusnäytepesäkkeitä 30
kpl.
Taulukoissa on esitetty käytetyillä alukkeilla positiivisen PCR-tuloksen antaneiden
pesäkkeiden lukumäärä ryhmittäin. Taulukoissa on esitetty myös sekvensoitujen
pesäkkeiden osuus kaikista positiivisista pesäkkeistä ryhmittäin.
Taulukko 11. PCR:ssä positiivisen tuloksen antaneiden pesäkkeiden lukumäärä
ryhmittäin. Suluissa sekvensoitujen pesäkkeiden lukumäärä.
Syöttökanta Kontrolli
ryhmä 0-
näytteet
Kontrolli-
ryhmä
lopetusnäytteet
Seosryhmä
0-näytteet
Seosryhmä
lopetusnäytteet
L.
amylovorus
(LAB2)
3 (1) 8 (2) 4 (2) 5 (4)
L. mucosae
(LAB4)
0 1 (1) 0 2 (2)
L. salivarius
(LAB 33)
0 1 (1) 1 0
L. reuteri
(LAB49)
7 (2) 9 (2) 4 (1) 8 (3)
L. johnsonii
(LAB81)
2 (2) 3 (1) 0 1 (1)
LAB 2-, 4-, 33-, 49- ja 81-alukkeilla tehdyissä PCR-reaktioissa saatiin positiivisia
tuloksia kaikkien syöttökokeessa käytettyjen kantojen osalta. PCR:n perusteella L.
amylovorus- ja L. reuteri-lajeja oli molempien koeryhmien molemmissa näytteissä (0-
ja lopetusnäytteet). L. mucosae-lajia löytyi PCR:ssä vain yksi kontrolliryhmästä ja kaksi
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seosryhmästä. L. salivarius-lajia löydettiin yksi positiivinen kontrolliryhmän
lopetusnäytteestä ja yksi seosryhmän 0-näytteestä. L. johnsonii-lajia puolestaan löytyi
PCR:n perusteella kontrolliryhmän pesäkkeiden joukosta viisi sekä seosryhmän
lopetusnäytteiden pesäkkeistä yksi.
2.5.2.1 Pesäkemorfologia
Kaikkien PCR:ssä joillakin tutkimusalukkeilla positiivisen tuloksen antaneiden kantojen
pesäkemorfologia tutkittiin. Pesäkemorfologia vaihteli syöttökantojen välillä, mutta
kaikki samoilla alukkeilla positiivisen PCR-tuloksen antaneet kannat olivat
pääsääntöisesti hyvin identtisiä keskenään pesäkemorfologian suhteen. LAB2-alukkeilla
positiivisen PCR-tuloksen antaneista pesäkkeistä yhdellä seosryhmän pesäkkeellä oli
muista poikkeava pesäkemorfologia. LAB49-alukkeilla positiivisen PCR-tuloksen
antaneista pesäkkeistä kolmella pesäkkeellä oli poikkeava pesäkemorfologia. Näistä
kaksi kuuluivat kontrolliryhmään ja yksi seosryhmän 0-näyteryhmään. Syötetyillä
kannoilla tehdyissä aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu, että Lactobacillus-
kantojen pesäkemorfologia voi vaihdella jopa kannan sisällä ja siksi pesäkemorfologia
ei välttämättä kerro paljoakaan kantojen välisistä eroista.
2.5.2.2 DNA-sekvensointi
Sekvenssoitujen kantojen sekvenssejä verrattiin sekä kansainvälisessä
sekvenssitietokannassa (Fasta) oleviin vastaaviin sekvensseihin että syöttökantojen
alkuperäisiin sekvensseihin. Sekvenssien perusteella tutkitut kannat pystyttiin
määrittämään lajitasolle asti, mutta syöttökantoja ja koeryhmän sikojen suolistossa
valmiiksi mahdollisesti olleita maitohappobakteerikantoja ei pystytty erottamaan
toisistaan. PCR:ssä ja sekvensoinnissa saadut tulokset tukivat toisiaan: jos kanta oli
PCR:n perusteella joku syöttökokeessa käytetyistä bakteerilajeista, se oli sama
sekvensoinninkin perusteella.
2.5.2.3 Pulssikenttäelektroforeesi
PFGE:llä kaikista kannoista saatiin genomikartta, joka koostui eri kokoisista DNA-
juovista. Karttoja vertailemalla saatiin selville vastaako ulosteesta eristetyt kannat
syöttökantoja. Esimerkkikuva PFGE:n ajosta on Kuvassa 2. PFGE-tuloksissa havaittiin,
että syöttökannoille identtisiä bakteerikantoja ei löytynyt koesikojen ulosteesta
eristetyistä bakteerikannoista. Jotkut kannat poikkesivat syöttökannoista vain yhden
mutaation verran, mutta tällaisia kantoja löytyi sekä 0-näytteistä että lopetusnäytteistä.
Näin ollen on mahdotonta sanoa, ovatko syöttökannat mahdollisesti muuttuneet
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matkallaan ruuansulatuskanavan läpi vai onko kyseessä eri kanta kuin syötetty
bakteerikanta.
                1.   2.   3.   4.   5.  6.   7.   8.  9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 20. 21.
Kuva 5. 1) L.amylovorus 2) K0/6a 3) standardi DNA ? 4) KL1/15 5) KL1/17 6) KL3/5
7) KL3/6b 8) P0/2a 9) ei tulosta 10) standardi DNA ? 11) P0/45 12) PL2/13b 13)
PL3/4b 14) PL3/19 15) PL4/7b 16) PL4/12b 17) standardi DNA ? 18) L.salivarius 19)
KL2/19 20) P0/19 21) standardi DNA ?
K= kontrolliryhmä, P= seosryhmä, 0=0-näyte, L1/L2/L3/L4=lopetuspäivä 1,2,3 tai 4, kauttaviivan jälkeen
oleva juokseva numero on tutkitun pesäkeen numero.
2.6 Pohdinta
Tämän sian Lactobacillus-kantoihin ja niiden mahdollisiin probioottisiin ominaisuuksiin
liittyvän tutkimuksen osatyön tarkoituksena oli selvittää selviävätkö tietyt
Lactobacillus-kannat elävänä sian ruuansulatuskanavan läpi. Koesioille syötettiin L.
brevis-, L. amylovorus-, L. mucosae-, L. salivarius-, L. johnsonii- ja kahta L. reuterii-
kantaa, jonka jälkeen sikojen ulosteesta pyrittiin eristämään syötetyt bakteerikannat.
Sikojen ulosteesta puhdistettiin bakteerikantoja puhdasviljelmiksi, jotka tutkittiin
PCR:llä syötetyille kannoille spesifeillä alukkeilla. Tulosten varmistamiseksi osa
positiivisen PCR-tuloksen antaneista kannoista sekvensoitiin. Lopuksi kaikki
positiivisen PCR-tuloksen antaneet bakteerikannat ajettiin pulssikenttäelektroforeesissa
koesioille syötettyjen bakteerikantojen ja sikojen suolistossa jo alun perin mahdollisesti
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olleiden bakteerikantojen erottamiseksi. Koeryhmien ulostenäytteistä eristettyjen
puhdasviljemien joukosta ei löydetty syöttökokeessa käytettyjä bakteerikantoja, joten ei
voida todeta, että syöttökokeessa käytetyt bakteerikannat selviäisivät sian
ruuansulatuskanavan läpi elävänä. Ottaen huomioon sian suoliston mikrobiston
monimuotoisuuden ja suolistomikrobien valtavan määrän, tutkittujen puhdasviljelmien
määrä oli pieni ja bakteerikantoja olisikin pitänyt tutkia enemmän, jotta voitaisiin
varmasti sanoa, selviävätkö syöttökannat elävänä sian ruuansulatuskanavan läpi vai
eivät. Vastaavia tutkimuksia sialla on tehty joitakin ja niissä on havaittu tutkittujen L.
reuteri- ja L. salivarius-kantojen selviävän sian ruuansulatuskanavan läpi.125,132 Lajin
sisällä kantojen välillä voi kuitenkin olla eroja tämän suhteen, joten jokainen kanta on
tutkittava erikseen. Tässä tutkimuksessa käytetyille kannoille tehtyjen in vitro kokeiden
perusteella voisi olettaa kantojen selviävän ruuansulatuskanavan olosuhteissa.
Menetelmät, joita tässä tutkimuksessa käytettiin ulostenäytteistä viljeltyjen pesäkkeiden
tutkimiseen ja kantojen tunnistamiseen, olivat kohtalaisen aikaavieviä ja työläitä. Näin
ollen tutkittujen pesäkkeiden määrä jäi melko pieneksi. Pelkän PCR:n ja ISR- tai 16S
rRNA-geenialueen osittaisella sekvensoinnilla bakteereita ei pystytty tunnistamaan
kantatasolle. Pulssikenttäelektroforeesi osoittautui hyväksi menetelmäksi erottaa eri
kannat toisistaan. Yhden mutaation verran toisistaan eroavat bakteerikannat nostivat
esiin kysymyksen, voivatko syötetyt bakteerikannat muuttua ruuansulatuskanavassa ja
hankaloittaa siten kantojen tunnistamista ulostenäytteistä. PFGE-ajoissa osoittautui, että
Sma-restriktioentsyymi ei ollut kovin hyvä L. reuteri- ja L. mucosae-kannoille, koska
tällä entsyymillä näiden kantojen genomit pilkkoutuivat hieman liian pieniksi paloiksi.
Suolistomikrobisto alkaa kehittyä porsaille heti syntymän jälkeen. Kuuden viikon
ikäisten sikojen suolistomikrobisto on jo hyvin monimuotoinen ja syötettyjen
bakteerikantojen kolonisaatio näin kehittyneeseen mikrobistoon voi olla vaikeaa. Myös
syötettyjen bakteerien määrä saattoi olla liian pieni tässä tutkimuksessa, minkä vuoksi
syötettyjen kantojen löytäminen ulostenäytteistä oli hankalaa. Joissakin tutkimuksissa
on havaittu L. reuterii-lajin olevan yksi yleisimmistä Lactobacillus-lajeista sian
suolistossa.115 Myös omassa tutkimuksessamme L. reuterii-lajia esiintyi enemmän kuin
muita sioille syötettyjä laktobasillilajeja.
Syöttökokeessa käytetty L. brevis-kanta ei kuulu sian normaaliin suolistomikrobistoon,
mutta sen on ihmisillä tehdyissä tutkimuksissa osoitettu olevan mahdollisesti hyvä
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suolistorokotevektori. Aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu, että tässä sikojen
syöttökokeessa käytetty L. brevis-kanta selviää ihmisen ruuansulatuskanavan läpi
elävänä.133 Koska ihmisen ja sian ruuansulatuskanavat muistuttavat toisiaan, oletuksena
oli, että L. brevis selviytyisi myös sian ruuansulatuskanavan läpi.
Syöttökantojen tunnistamista sian normaaleista suolistomikrobeista helpottaisi ja
nopeuttaisi syöttökantojen leimaaminen tai tietylle antibiootille resistenttien kantojen
valitseminen, jolloin kantoja voisi ”rikastaa” antibioottia sisältävällä
elatusaineella.126,134 Leimaaminen ei kuitenkaan saisi vaikuttaa bakteerikannan
ominaisuuksiin kuten kiinnittymiskykyyn suolen pintaan tai antimikrobisiin
ominaisuuksiin. Antibiooteille resistenttejä kantoja käytettäessä tulisi varmistua, ettei
resistenssi siirry mahdollisiin patogeenisiin bakteereihin.
Vielä ei ole varmaa, onko probioottikantojen ylipäätään selviydyttävä elävänä
isäntäeläimen suolistoon asti. Saattaa olla, että jotkut probioottikannat pystyvät
kuolleinakin aiheuttamaan suotuisan vasteen suolistossa. Kuolleita bakteerikantoja
syöttämällä isäntäeläin ei erittäisi probioottikantoja ulosteessa, joten bakteerikannat
eivät pääsisi ympäristöön.
Joissakin tutkimuksissa on havaittu laktobasillilajien määrän vähenevän porsaiden
suolistossa vieroituksen yhteydessä.116 Ottaen huomioon laktobasillien suolistoterveyttä
parantavat ominaisuudet, niiden syöttäminen porsaille vieroituksen aikana saattaisi olla
hyödyllistä. Koska isäntäeläimen vaste tiettyyn probioottibakteerilajiin on yksilöllistä,
on todennäköistä, että paras vaste saadaan, kun syötetään eri probioottibakteereja
seoksena.126 Tarvitaan kuitenkin lisää tutkimuksia eri Lactobacillus-kannoilla, jotta
selviää, mitkä kannat voisivat parhaiten sopia sikojen probiooteiksi.
49
3 Kiitokset
Haluaisin kiittää työni ohjaajia professori Airi Palvaa ja assistentti ELL Tanja Lähteistä.
Lisäksi haluaisin kiittää ETM Teemu Rinttilää, joka auttoi kokeellisen osan käytännön
laboratoriotöiden suorittamisessa ja työosuuden kirjoittamisessa. Suuri kiitos myös FT
Sami Junnikkalalle kirjallisuusosion tarkistamisesta ja siihen liittyvistä neuvoista.
Haluaisin kiittää koko mikrobiologian osaston laboratoriohenkilökuntaa käytännön
laboratoriotöissä avustamisessa. Kiitokset myös Elintarvike- ja ympäristöhygienian
laitoksen laborantille Henna Niinivirralle pulssikenttäelektroforeesin suorittamisesta ja
laitoksen professorille Johanna Björkrothille pulssikenttäelektroforeesin suunnittelusta
ja tulosten kokoamisesta ja tulkitsemisesta. Lisäksi haluaisin kiittää avopuolisoani Juha
Rautalaa henkisestä ja teknisestä tuesta kirjoitusvaiheessa.
50
4 Kirjallisuus
1. Oswald IP. Role of intestinal epithelial cells in the innate immune defence of
the pig intestine. Vet. Res. 2006;37: 359-368
2. Meurens F, Berri M, Siggers RH, Willing BP, Salmon H, Van Kessel AG ym.
Commensal Bacteria and Expression of Two Major Intestinal Chemokines,
TECK/CCL25 and MEC/CCL28, and Their Receptors. PLoS ONE.
2007;2:e677
3. Chang YH, Kim JK, Kim HJ, Kim WY, Kim YB, Park YH. Selection of a
potential probiotic Lactobacillus strain and subsequent in vivo studies. Antonie
Van Leeuwenhoek. 2001;80:193-9
4. Casey PG, Casey GD, Gardiner GE, Tangney M, Stanton C, Ross RP ym.
Isolation and characterization of anti-Salmonella lactic acid bacteria from the
porcine gastrointestinal tract. Lett Appl Microbiol. 2004;39:431-8
5. Straw BE, D'Allaire S, Mengelng WL, Taylor DJ. Diseases of swine. 8.painos.
Ames:Iowa State University Press; 1999
6. Huovinen P, Meri S, Peltola H, Vaara M, Vaheri A, Valtonen V:
Mikrobiologia ja infektiosairaudet. 1. painos. Helsinki: Kustannus Oy
Duodecim; 2003.
7. Janeway, Travers, Walport, Shlomchik. Immunobiology, the immune system
in health and disease. 6. painos. New York: Garland Pub; 2005
8. Summerfield A, Zingleb K, Inumaru S, McCullough KC. Induction of
apoptosis in bone marrow neutrophil-lineage cells by classical swine fever
virus. J Gen Virol. 2001;82:1309-18
9. Jones TC, Hunt RD, King NW. Veterinary Pathology. 6.painos. Maryland:
Lippincott Williams & Wilkins; 1997
10. Fornhem C, Kumlin M, Lundberg JM, Alving K. Allergen-induced late-phase
airways obstruction in the pig: mediator release and eosinophil recruitment.
Eur Respir J. 1995;8:1100-9.
11. Wang X, Eaton M, Mayer M, Li H, He D, Nelson E ym. Porcine reproductive
and respiratory syndrome virus productively infects monocyte-derived
dendritic cells and compromises their antigen-presenting ability. Arch Virol.
2007;152:289-303
12. Leitao A, Cartaxeiro C, Coelho R, Cruz B, Parkhouse RM, Portugal F ym. The
non-haemadsorbing African swine fever virus isolate ASFV/NH/P68 provides
51
a model for defining the protective anti-virus immune response. J Gen Virol.
2001;82:513-23
13. Zhang G, Ross CR, Blecha F. Porcine antimicrobial peptides: New prospects
for ancient molecules of host defense. Vet.Res. 2000; 31:277-296
14. Brogden KA, Ackermann M, McCray PB Jr, Tack BF. Antimicrobial peptides
in animals and their role in host defences. Int J Antimicrob Agents.
2003;22:465-78
15. Hooper LV, Stappenbeck TS, Hong CV, Gordon JI. Angiogenins: a new class
of microbicidal proteins involved in innate immunity. Nat Immunol.
2003;4:269-73
16. Pizzo E, Buonanno P, Di Maro A, Ponticelli S, De Falco S, Quarto N ym.
Ribonucleases and angiogenins from fish. J Biol Chem. 2006;281:27454-60
17. Adams SA, Subramanian V. The angiogenins: an emerging family of
ribonuclease related proteins with diverse cellular functions. Angiogenesis.
1999;3:189-99
18. Tang YQ, Yuan J, Osapay G, Osapay K, Tran D, Miller CJ ym. A cyclic
antimicrobial peptide produced in primate leukocytes by the ligation of two
truncated alpha-defensins. Science. 1999;286:498-502
19. Shi J, Zhang G, Wu H, Ross C, Blecha F, Ganz T. Porcine epithelial beta-
defensin 1 is expressed in the dorsal tongue at antimicrobial concentrations.
Infect Immun. 1999;67:3121-7
20. Bals R, Wilson JM. Cathelicidins – a family of multifunctional antimicrobial
peptides. Cell.Mol.Life Sci. 2003;60:711-720
21. Lehrer RI, Ganz T. Cathelicidins: a family of endogenous antimicrobial
peptides. Curr Opin Hematol. 2002;9:18-22
22. Panyutich A, Shi J, Boutz PL, Zhao C, Ganz T. Porcine polymorphonuclear
leukocytes generate extracellular microbicidal activity by elastase-mediated
activation of secreted proprotegrins. Infect Immun. 1997;65:978-85
23. Agerberth B, Lee JY, Bergman T, Carlquist M, Boman HG, Mutt V ym.
Amino acid sequence of PR-39. Isolation from pig intestine of a new member
of the family of proline-arginine-rich antibacterial peptides. Eur J Biochem.
1991;202:849-54
24. Benincasa M, Scocchi M, Pacor S, Tossi A, Nobili D, Basaglia G ym.
Fungicidal activity of five cathelicidin peptides against clinically isolated
yeasts. J Antimicrob Chemother. 2006;58:950-9
52
25. Steinstraesser L, Tippler B, Mertens J, Lamme E, Homann HH, Lehnhardt M
ym. Inhibition of early steps in the lentiviral replication cycle by cathelicidin
host defense peptides. Retrovirology. 2005;18;2:2
26. Shi J, Ross CR, Chengappa MM, Blecha F. Identification of a proline-
arginine-rich antibacterial peptide from neutrophils that is analogous to PR-39,
an antibacterial peptide from the small intestine. J Leukoc Biol. 1994;56:807-
11
27. Boman HG, Agerberth B, Boman A. Mechanisms of action on Escherichia coli
of cecropin P1 and PR-39, two antibacterial peptides from pig intestine. Infect
Immun. 1993;61:2978-84
28. Huang HJ, Ross CR, Blecha F. Chemoattractant properties of PR-39, a
neutrophil antibacterial peptide. J Leukoc Biol. 1997;61:624-9
29. Gallo RL, Ono M, Povsic T, Page C, Eriksson E, Klagsbrun M ym.
Syndecans, cell surface heparan sulfate proteoglycans, are induced by a
proline-rich antimicrobial peptide from wounds. Proc Natl Acad Sci U S A.
1994;91:11035-9
30. Hoffmeyer MR, Scalia R, Ross CR, Jones SP, Lefer DJ. PR-39, a potent
neutrophil inhibitor, attenuates myocardial ischemia-reperfusion injury in
mice. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2000;279:H2824-8
31. Harwig SS, Kokryakov VN, Swiderek KM, Aleshina GM, Zhao C, Lehrer RI.
Prophenin-1, an exceptionally proline-rich antimicrobial peptide from porcine
leukocytes. FEBS Lett. 1995;362:65-9
32. Scocchi M, Zelezetsky I, Benincasa M, Gennaro R, Mazzoli A, Tossi A.
Structural aspects and biological properties of the cathelicidin PMAP-36.
FEBS J. 2005 Sep;272:4398-406
33. Storici P, Scocchi M, Tossi A, Gennaro R, Zanetti M. Chemical synthesis and
biological activity of a novel antibacterial peptide deduced from a pig myeloid
cDNA. FEBS Lett. 1994;337:303-7
34. Tossi A, Scocchi M, Zanetti M, Storici P, Gennaro R. PMAP-37, a novel
antibacterial peptide from pig myeloid cells. cDNA cloning, chemical
synthesis and activity. Eur J Biochem. 1995;228:941-6
35. Lee JY, Boman A, Sun CX, Andersson M, Jornvall H, Mutt V ym.
Antibacterial peptides from pig intestine: isolation of a mammalian cecropin.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1989;86:9159-62
53
36. Pillai A, Ueno S, Zhang H, Lee JM, Kato Y. Cecropin P1 and novel nematode
cecropins: a bacteria-inducible antimicrobial peptide family in the nematode
Ascaris suum. Biochem J. 2005;390:207-14
37. Andersson M, Boman A, Boman HG. Ascaris nematodes from pig and human
make three antibacterial peptides: isolation of cecropin P1 and two ASABF
peptides. Cell Mol Life Sci. 2003;60:599-606
38. Andersson M, Gunne H, Agerberth B, Boman A, Bergman T, Sillard R ym.
NK-lysin, a novel effector peptide of cytotoxic T and NK cells. Structure and
cDNA cloning of the porcine form, induction by interleukin 2, antibacterial
and antitumour activity. EMBO J. 1995;14:1615-25
39. Andrä J, Koch MH, Bartels R, Brandenburg K. Biophysical characterization of
endotoxin inactivation by NK-2, an antimicrobial peptide derived from
mammalian NK-lysin. Antimicrob Agents Chemother. 2004;48:1593-9
40. Andersson M, Girard R, Cazenave P. Interaction of NK lysin, a peptide
produced by cytolytic lymphocytes, with endotoxin. Infect Immun.
1999;67:201-5
41. Oren Z, Shai Y. Mode of action of linear amphipathic alpha-helical
antimicrobial peptides. Biopolymers. 1998;47:451-63
42. Kraus D, Peschel A. Molecular mechanisms of bacterial resistance to
antimicrobial peptides. Curr Top Microbiol Immunol. 2006;306:231-50
43. Shafer WM, Qu X, Waring AJ, Lehrer RI. Modulation of Neisseria
gonorrhoeae susceptibility to vertebrate antibacterial peptides due to a member
of the resistance/nodulation/division efflux pump family. Proc Natl Acad Sci
U S A. 1998;95:1829-33
44. Lysenko ES, Gould J, Bals R, Wilson JM, Weiser JN. Bacterial
phosphorylcholine decreases susceptibility to the antimicrobial peptide LL-
37/hCAP18 expressed in the upper respiratory tract. Infect Immun.
2000;68:1664-71
45. Islam D, Bandholtz L, Nilsson J, Wigzell H, Christensson B, Agerberth B ym.
Downregulation of bactericidal peptides in enteric infections: a novel immune
escape mechanism with bacterial DNA as a potential regulator. Nat Med.
2001;7:180-5
46. Castellano G, Woltman AM, Schena FP, Roos A, Daha MR, van Kooten C.
Dendritic cells and complement: at the cross road of innate and adaptive
immunity. Mol Immunol. 2004;41:133-40
54
47. Gasque P. Complement: a unique immune sensor for danger signals. Mol
Immunol. 2004;41:1089-98
48. Sallusto F, Mackay CR. Chemoattractants and their receptors in homeostasis
and inflammation. Curr Opin Immunol. 2004;16:724-31
49. Hegasy GA, Willhoeft U, Majno SA, Seeberger H, Zipfel PF, Hellwage J. Pig
complement regulator factor H: molecular cloning and functional
characterization. Immunogenetics. 2003;55:462-71
50. Riley-Vargas RC, Gill DB, Kemper C, Liszewski MK, Atkinson JP. CD46:
expanding beyond complement regulation. Trends Immunol. 2004;25:496-503
51. Takeda K, Akira S. Toll-like receptors in innate immunity. Int Immunol.
2005;17:1-14
52. Shinkai H, Muneta Y, Suzuki K, Eguchi-Ogawa T, Awata T, Uenishi H.
Porcine Toll-like receptor 1, 6, and 10 genes: complete sequencing of genomic
region and expression analysis. Mol Immunol. 2006;43:1474-80
53. Parker C, Prince LR, Sabroe I. Translational Mini-Review Series on Toll-like
Receptors: Networks regulated by Toll-like receptors mediate innate and
adaptive immunity. Clin Exp Immunol. 2007;147:199-207
54. Ritter M, Mennerich D, Weith A, Seither P. Characterization of Toll-like
receptors in primary lung epithelial cells: strong impact of the TLR3 ligand
poly(I:C) on the regulation of Toll-like receptors, adaptor proteins and
inflammatory response. J Inflamm (Lond). 2005;2:16
55. Pivarcsi A, Bodai L, Réthi B, Kenderessy-Szabó A, Koreck A, Széll M ym.
Expression and function of Toll-like receptors 2 and 4 in human keratinocytes.
Int Immunol. 2003;15:721-30
56. Droemann D, Goldmann T, Branscheid D, Clark R, Dalhoff K, Zabel P ym.
Toll-like receptor 2 is expressed by alveolar epithelial cells type II and
macrophages in the human lung. Histochem Cell Biol. 2003;119:103-8.
57. Guillot L, Medjane S, Le-Barillec K, Balloy V, Danel C, Chignard M ym.
Response of human pulmonary epithelial cells to lipopolysaccharide involves
Toll-like receptor 4 (TLR4)-dependent signaling pathways: evidence for an
intracellular compartmentalization of TLR4. J Biol Chem. 2004;279:2712-8
58. Abreu MT, Fukata M, Arditi M. TLR signaling in the gut in health and
disease. J Immunol. 2005;174:4453-60
59. Tsan MF, Gao B. Endogenous ligands of Toll-like receptors. J Leukoc Biol.
2004;76:514-9
55
60. Dempsey P.W, Vaidya S.A, Cheng G. The Art of War: Innate and adaptive
immune responses. Cell. Mol. Life Sci. 2003;60:2604-2621
61. Wyllie DH, Kiss-Toth E, Visintin A, Smith SC, Boussouf S, Segal DM ym.
Evidence for an accessory protein function for Toll-like receptor 1 in anti-
bacterial responses. J Immunol. 2000;165:7125-32
62. Bulut Y, Faure E, Thomas L, Equils O, Arditi M. Cooperation of Toll-like
receptor 2 and 6 for cellular activation by soluble tuberculosis factor and
Borrelia burgdorferi outer surface protein A lipoprotein: role of Toll-
interacting protein and IL-1 receptor signaling molecules in Toll-like receptor
2 signaling. J Immunol. 2001;167:987-94
63. Triantafilou M, Gamper FG, Haston RM, Mouratis MA, Morath S, Hartung T
ym. Membrane sorting of toll-like receptor (TLR)-2/6 and TLR2/1
heterodimers at the cell surface determines heterotypic associations with CD36
and intracellular targeting. J Biol Chem. 2006;281:31002-11
64. Vabulas RM, Braedel S, Hilf N, Singh-Jasuja H, Herter S, Ahmad-Nejad P
ym. The endoplasmic reticulum-resident heat shock protein Gp96 activates
dendritic cells via the Toll-like receptor 2/4 pathway. J Biol Chem.
2002;277:20847-53
65. Smiley ST, King JA, Hancock WW. Fibrinogen stimulates macrophage
chemokine secretion through toll-like receptor 4. J Immunol. 2001;167:2887-
94
66. Guillot L, Balloy V, McCormack FX, Golenbock DT, Chignard M, Si-Tahar
M. Cutting edge: the immunostimulatory activity of the lung surfactant
protein-A involves Toll-like receptor 4. J Immunol. 2002;168:5989-92
67. Johnson GB, Brunn GJ, Kodaira Y, Platt JL. Receptor-mediated monitoring of
tissue well-being via detection of soluble heparan sulfate by Toll-like receptor
4. J Immunol. 2002;168:5233-9
68. Carmody RJ, Chen YH. Nuclear factor-kappaB: activation and regulation
during toll-like receptor signaling. Cell Mol Immunol. 2007;4:31-41
69. Zhang Z, Schluesener HJ. Mammalian toll-like receptors: from endogenous
ligands to tissue regeneration. Cell Mol Life Sci. 2006;63:2901-7
70. Blach-Olszewska Z. Innate immunity: cells, receptors, and signalling
pathways. Arch Immunol Ther Exp. 2005;53:245-253
56
71. Hoebe K, Jiang Z, Georgel P, Tabeta K, Janssen E, Du X ym. TLR signaling
pathways: opportunities for activation and blockade in pursuit of therapy. Curr
Pharm Des. 2006;12:4123-34
72. Karikó K, Ni H, Capodici J, Lamphier M, Weissman D. mRNA is an
endogenous ligand for Toll-like receptor 3. J Biol Chem. 2004;279:12542-50
73. Tohno M, Shimosato T, Kitazawa H, Katoh S, Iliev ID, Kimura T ym. Toll-
like receptor 2 is expressed on the intestinal M cells in swine. Biochem
Biophys Res Commun. 2005;330:547-54
74. Hayashi F, Smith KD, Ozinsky A, Hawn TR, Yi EC, Goodlett DR ym. The
innate immune response to bacterial flagellin is mediated by Toll-like receptor
5. Nature. 2001;410:1099-103
75. Heil F, Hemmi H, Hochrein H, Ampenberger F, Kirschning C, Akira S ym.
Species-specific recognition of single-stranded RNA via toll-like receptor 7
and 8. Science. 2004;303:1526-9
76. Lund JM, Alexopoulou L, Sato A, Karow M, Adams NC, Gale NW ym.
Recognition of single-stranded RNA viruses by Toll-like receptor 7. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2004;101:5598-603
77. Gupta AK, Cherman AM, Tyring SK. Viral and nonviral uses of imiquimod: a
review. J Cutan Med Surg. 2004;8:338-52
78. Dalpke A, Frank J, Peter M, Heeg K. Activation of toll-like receptor 9 by
DNA from different bacterial species. Infect Immun. 2006;74:940-6
79. Wassef A, Janardhan K, Pearce JW, Singh B. Toll-like receptor 4 in normal
and inflamed lungs and other organs of pig, dog and cattle. Histol Histopathol.
2004;19:1201-8
80. Muneta Y, Uenishi H, Kikuma R, Yoshihara K, Shimoji Y, Yamamoto R ym.
Porcine TLR2 and TLR6: identification and their involvement in Mycoplasma
hyopneumoniae infection. J Interferon Cytokine Res. 2003;23:583-90
81. Tohno M, Shimosato T, Moue M, Aso H, Watanabe K, Kawai Y ym. Toll-like
receptor 2 and 9 are expressed and functional in gut-associated lymphoid
tissues of presuckling newborn swine. Vet Res. 2006;37:791-812
82. Fossum C, Wattrang E, Fuxler L, Jensen KT, Wallgren P. Evaluation of
various cytokines (IL-6, IFN-?, IFN-?, TNF- ?) as markers for acute bacterial
infection in swine – a possible role for serum interleukin-6. Vet Immunol
Immunopathol. 1998;64:161-72
57
83. Murtaugh MP, Baarsch MJ, Zhou Y, Scamurra RW, Lin G. Inflammatory
cytokines in animal health and disease. Vet Immunol Immunopathol.
1996;54:45-55
84. Wang FI, Yang JW, Hung SY, Pan IJ. In vitro migratory responses of swine
neutrophils to actinobacillus pleuropneumoniae. Exp Anim. 2001;50:139-45
85. Sacco RE, Nibbelink SK, Baarsch MJ, Murtaugh MP, Wannemuehler MJ.
Induction of interleukin (IL)-1beta and IL-8 mRNA expression in porcine
macrophages by lipopolysaccharide from Serpulina hyodysenteriae. Infect
Immun. 1996;64:4369-72
86. Van Reeth K, Van Gucht S, Pensaert M. In vivo studies on cytokine
involvement during acute viral respiratory disease of swine: troublesome but
rewarding. Vet Immunol Immunopathol. 2002;87:161-8
87. Van Reeth K, Labarque G, Nauwynck H, Pensaert M. Differential production
of proinflammatory cytokines in the pig lung during different respiratory virus
infections: correlations with pathogenicity. Res Vet Sci. 1999;67:47-52
88. Thanawongnuwech R, Thacker B, Halbur P, Thacker EL. Increased
production of proinflammatory cytokines following infection with porcine
reproductive and respiratory syndrome virus and Mycoplasma
hyopneumoniae. Clin Diagn Lab Immunol. 2004;11:901-8
89. Nuntaprasert A, Mori Y, Muneta Y, Yoshihara K, Tsukiyama-Kohara K, Kai
C. The effect of recombinant swine interleukin-4 on swine immune cells and
on pro-inflammatory cytokine productions in pigs. Comp Immunol Microbiol
Infect Dis. 2005;28:83-101
90. Wesley RD, Lager KM, Kehrli ME Jr. Infection with Porcine reproductive and
respiratory syndrome virus stimulates an early gamma interferon response in
the serum of pigs. Can J Vet Res. 2006;70:176-82
91. Petersen HH, Nielsen JP, Heegaard PM. Application of acute phase protein
measurements in veterinary clinical chemistry. Vet Res. 2004;35:163-87
92. Ceciliani F, Giordano A, Spagnolo V. The systemic reaction during
inflammation: The acute-phase proteins. Protein Pept Lett. 2002;9:211-23
93. Mold C, Gewurz H, Du Clos TW. Regulation of complement activation by C-
reactive protein. Immunopharmacology. 1999;42:23-30
94. Ruot B, Breuillé D, Rambourdin F, Bayle G, Capitan P, Obled C. Synthesis
rate of plasma albumin is a good indicator of liver albumin synthesis in sepsis.
Am J Physiol Endocrinol Metab. 2000;279:E244-51
58
95. Morgan EH, Peters T Jr. The biosynthesis of rat serum albumin. V. Effect of
protein depletion and refeeding on albumin and transferrin synthesis. J Biol
Chem. 1971;246:3500-7
96. Sorensen NS, Tegtmeier C, Andresen LO, Pineiro M, Toussaint MJ, Campbell
FM ym. The porcine acute phase protein response to acute clinical and
subclinical experimental infection with Streptococcus suis. Vet Immunol
Immunopathol. 2006;113:157-68
97. Frank J.W, Mellencamp M.A, Carroll J.A, Boyd R.D, Allee G.L. Acute feed
intake and acute-phase protein responses following a lipopolysaccharide
challenge in pigs from two dam lines. Vet Immunol Immunopathol.
2005;107:179-87
98. Arcoleo JP, Greer J. Hemoglobin binding site and its relationship to the serine
protease-like active site of haptoglobin. J Biol Chem. 1982;257:10063-8
99. Nielsen MJ, Petersen SV, Jacobsen C, Thirup S, Enghild JJ, Graversen JH ym.
A unique loop extension in the serine protease domain of haptoglobin is
essential for CD163 recognition of the haptoglobin-hemoglobin complex. J
Biol Chem. 2007;282:1072-9.
100. Graversen JH, Madsen M, Moestrup SK. CD163: a signal receptor scavenging
haptoglobin-hemoglobin complexes from plasma. Int J Biochem Cell Biol.
2002;34:309-14
101. Heegaard PM, Klausen J, Nielsen JP, Gonzalez-Ramon N, Pineiro M,
Lampreave F ym. The porcine acute phase response to infection with
Actinobacillus pleuropneumoniae. Haptoglobin, C-reactive protein, major
acute phase protein and serum amyloid A protein are sensitive indicators of
infection. Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol. 1998;119:365-73
102. Petersen HH, Dideriksen D, Christiansen BM, Nielsen JP. Serum haptoglobin
concentration as a marker of clinical signs in finishing pigs. Vet Rec.
2002;151:85-9
103. Webel DM, Finck BN, Baker DH, Johnson RW. Time course of increased
plasma cytokines, cortisol, and urea nitrogen in pigs following intraperitoneal
injection of lipopolysaccharide. J. Anim Sci. 1997;75:1514-1520
104. Dritz SS, Owen KQ, Goodband RD, Nelssen JL, Tokach MD, Chengappa MM
ym. Influence of lipopolysaccharide-induced immune challenge and diet
complexity on growth performance and acute-phase protein production in
segregated early-weaned pigs. J. Anim Sci. 1996;74:1620-1628
59
105. Lee WC, Hsiao HC, Wu YL, Lin JH, Lee YP, Fung HP ym. Serum C-reactive
protein in dairy herds. Can J Vet Res. 2003;67:102-7
106. Stevenson LS, McCullough K, Vincent I, Gilpin DF, Summerfield A, Nielsen
J ym. Cytokine and C-reactive protein profiles induced by porcine circovirus
type 2 experimental infection in 3-week-old piglets. Viral Immunol.
2006;19:189-95
107. Gonzalez-Ramon N, Hoebe K, Alava MA, Van Leengoed L, Pineiro M,
Carmona S ym. Pig MAP/ITIH4 and haptoglobin are interleukin-6-dependent
acute-phase plasma proteins in porcine primary cultured hepatocytes. Eur J
Biochem. 2000;267:1878-85
108. Chowdhury SR, King DE, Willing BP, Band MR, Beever JE, Lane AB ym.
Transcriptome profiling of the small intestinal epithelium in germfree versus
conventional piglets. BMC Genomics. 2007;8:215
109. Theodoropoulos G, Hicks SJ, Corfield AP, Miller BG, Kapel CM, Trivizaki M
ym. Trichinella spiralis: enteric mucin-related response to experimental
infection in conventional and SPF pigs. Exp Parasitol. 2005;109:63-71
110. Thomsen LE, Knudsen KE, Hedemann MS, Roepstorff A. The effect of
dietary carbohydrates and Trichuris suis infection on pig large intestine tissue
structure, epithelial cell proliferation and mucin characteristics. Vet Parasitol.
2006;142:112-22
111. Fournout S, Dozois CM, Odin M, Desautels C, Pérès S, Hérault F ym. Lack of
a role of cytotoxic necrotizing factor 1 toxin from Escherichia coli in bacterial
pathogenicity and host cytokine response in infected germfree piglets. Infect
Immun. 2000;68:839-47
112. Pie S, Lalles JP, Blazy F, Laffitte J, Seve B, Oswald IP. Weaning is associated
with an upregulation of expression of inflammatory cytokines in the intestine
of piglets. J Nutr. 2004;134:641-7
113. Splíchal I, Trebichavský I, Muneta Y, Mori Y. Early cytokine response of
gnotobiotic piglets to Salmonella enterica serotype typhimurium. Vet Res.
2002;33:291-7
114. Meurens F, Berri M, Siggers RH, Willing BP, Salmon H, Van Kessel AG ym.
Commensal Bacteria and Expression of Two Major Intestinal Chemokines,
TECK/CCL25 and MEC/CCL28, and Their Receptors. PLoS ONE.
2007;2:e677
60
115. Konstantinov SR, Awati AA, Williams BA, Miller BG, Jones P, Stokes CR
ym. Post-natal development of the porcine microbiota composition and
activities. Environ Microbiol. 2006;8:1191-9
116. Bailey M, Haverson K. The postnatal development of the mucosal immune
system and mucosal tolerance in domestic animals. Vet Res. 2006;37:443-53.
117. Macpherson AJ, Uhr T. Induction of protective IgA by intestinal dendritic
cells carrying commensal bacteria. Science. 2004;303:1662-5
118. Sait L, Galic M, Strugnell RA, Janssen PH. Secretory antibodies do not affect
the composition of the bacterial microbiota in the terminal ileum of 10-week-
old mice. Appl Environ Microbiol. 2003;69:2100-9
119. Isolauri E, Sutas Y, Kankaanpaa P, Arvilommi H, Salminen S. Probiotics:
effects on immunity. Am J Clin Nutr. 2001;73(2 Suppl):444S-450S
120. Yin Q, Zheng Q. Isolation and identification of the dominant Lactobacillus in
gut and faeces of pigs using carbohydrate fermentation and 16S rDNA
analysis. J Biosci Bioeng. 2005;99:68-71
121. Bernardeau M, Guguen M, Vernoux JP. Beneficial lactobacilli in food and
feed: long-term use, biodiversity and proposals for specific and realistic safety
assessments. FEMS Microbiol Rev. 2006;30:487-513
122. Dunne C, O'Mahony L, Murphy L, Thornton G, Morrissey D, O'Halloran S
ym. In vitro selection criteria for probiotic bacteria of human origin:
correlation with in vivo findings. Am J Clin Nutr. 2001;73(2 Suppl):386S-
392S
123. Salminen S, von Wright A, Morelli L, Marteau P, Brassart D, de Vos WM ym.
Demonstration of safety of probiotics -- a review. Int J Food Microbiol.
1998;44:93-106
124. De Angelis M, Siragusa S, Berloco M, Caputo L, Settanni L, Alfonsi G ym.
Selection of potential probiotic lactobacilli from pig feces to be used as
additives in pelleted feeding. Res Microbiol. 2006;157:792-801.
125. Gardiner GE, Casey PG, Casey G, Lynch PB, Lawlor PG, Hill C ym. Relative
ability of orally administered Lactobacillus murinus to predominate and persist
in the porcine gastrointestinal tract. Appl Environ Microbiol. 2004;70:1895-
906
126. Rodriguez E, Arques JL, Rodriguez R, Nunez M, Medina M. Reuterin
production by lactobacilli isolated from pig faeces and evaluation of probiotic
traits. Lett Appl Microbiol. 2003;37:259-63
61
127. Kim PI, Jung MY, Chang YH, Kim S, Kim SJ, Park YH. Probiotic properties
of Lactobacillus and Bifidobacterium strains isolated from porcine
gastrointestinal tract. Appl Microbiol Biotechnol. 2007;74:1103-11
128. Tannock GW, Tilsala-Timisjarvi A, Rodtong S, Ng J, Munro K, Alatossava T.
Identification of Lactobacillus isolates from the gastrointestinal tract, silage,
and yoghurt by 16S-23S rRNA gene intergenic spacer region sequence
comparisons. Appl Environ Microbiol. 1999;65:4264-7
129. Rachman CN, Kabadjova P, Prevost H, Dousset X. Identification of
Lactobacillus alimentarius and Lactobacillus farciminis with 16S-23S rDNA
intergenic spacer region polymorphism and PCR amplification using species-
specific oligonucleotide. J Appl Microbiol. 2003;95:1207-16
130. Berthier F, Ehrlich SD. Rapid species identification within two groups of
closely related lactobacilli using PCR primers that target the 16S/23S rRNA
spacer region. FEMS Microbiol Lett. 1998;161:97-106
131. Persing DH, Tenover FC, Versalovic J, Tang Y-W, Unger ER, Relman DA,
White T. Molecular Microbiology, Diagnostic Principles and Practise.
Washington: ASM Press, 2004.
132. De Angelis M, Siragusa S, Caputo L, Ragni A, Burzigotti R, Gobbetti M.
Survival and persistence of Lactobacillus plantarum 4.1 and Lactobacillus
reuteri 3S7 in the gastrointestinal tract of pigs. Vet Microbiol. 2007;123:133-
44
133. Rönkä E, Malinen E, Saarela M, Rinta-Koski M, Aarnikunnas J, Palva A.
Probiotic and milk technological properties of Lactobacillus brevis. Int J Food
Microbiol. 2003;83:63-74
134. Macha M, Taras D, Vahjen W, Arini A, Simon O. Specific enumeration of the
probiotic strain Enterococcus faecium NCIMB 10415 in the intestinal tract and
in faeces of piglets and sows. Arch Anim Nutr. 2004;58:443-52
